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Introducción 1
Durante los últimos años, la biotecnología de carbohidratos, también conocida como
glicotecnologia, ha despenado un gran interés académico e industrial debido a la versatilidad
que ofrece en las áreas agroquimicas, cosméticas, y particularmente en los sectores alimentarios
y farmaceúticos (Quirasco y cols., 1995). Los oligosacáridos, además de su uso tradicional
como fuente de energía o edulcorantes, presentan nuevas aplicaciones en la industria alimentaria
como estabilizantes, emulsionantes o, recientemente, como componentes de la dieta que
estimulan el crecimiento de bacterias beneficiosas de la microflora intestinal (Monsan y cols.,
1995). Al profundizar en el conocimiento de las funciones de los carbohidratos en la superficie
celular y en su posible utilización como sustancias glicoterapeúticas, se ha incrementado el
interés por estas moléculas y se han abierto nuevas aplicaciones potenciales en inmunología,
salud humana y animal -drogas, fenómenos inflamatorios, irimunoestimulación, etc.- (Remaud y
cols., 1994).
El papel que desempeñan los oligosacáridos en los sistemas biológicos es fundamental; sin
embargo, resulta extremadamente complicado progresar en tales estudios, debido a la gran
dificultad encontrada a la hora de dilucidar la estructura de estos azúcares y producir
eficientemente derivados estándar. De hecho, mientras que para la síntesis de 6 péptidos diferentes
o 6 oligonucícótidos son necesarios 3 aminoácidos o 3 nucleótidos, si se partiese de 3
hexopiranosas se podrían obtener 720 trisacáridos diferentes. Esta enorme variedad estructural está
relacionada con la misión que desempeñan los carbohidratos en los mecanismos específicos de
reconocimiento celular (Monsan y Paul, 1995). Así pues, se hace necesario el desarrollo de rutas
eficientes de síntesis, de fácil escalado, para la obtención de oligosacáridos con aplicaciones
diversas. A este nivel, la excepcional estéreo- y regioselectividad que presentan las enzimas
puede ser considerada como una herramienta complementaria o alternativa a la síntesis
química, que requiere de laboriosos y sucesivos pasos de protección y desprotección (Nilsson,
1991).
La contribución de la enzimología a la producción de oligosacáridos se sustenta en tres
pilares básicos:
a) La búsqueda de nuevas cepas de microorganismos capaces de crear enzimas de
aplicación industrial.
b) La modificación química y la mutagénesis dirigida de las enzimas, como técnicas
complementarias para la obtención de nuevos biocatalizadores con diferentes actividades y/o
sel ccti vidades.
e) Mejorar el control y las condiciones de operación de las enzimas mediante el uso de
tecnologías como la inmovilización, que permitan la recuperación del catalizador y trabajar en
condiciones no convencionales (medios de reacción altamente concentrados, presencia de
solventes orgánicos, etc.)
Tesis Doctoral. M. Alcalde2
Recientemente se ha demostrado el uso potencial de las hidrolasas (glicosidasas, EC 3.2.)
U para la síntesis de oligosacáridos, en condiciones de control termodinámico. Sin embargo el bajo
rendimiento de la reacción y la escasa especificidad de la mayoria de estas enzimas en procesos de3 síntesis limitan la aplicación de esta tecnología (Monsan, 1990; Monsan y Paul, 1990). Por lo
tanto, la principal alternativa a la síntesis química de oligosacáridos son las reacciones de
I transferencia catalizadas por glicosiltransferasas (EC 2.4.). La industria emplea actualmente dichas
reacciones en procesos de producción de ciclodextrinas y glucooligosacáridos (Castillo y cols.,
1992).
1. GLICOSILTRANSFERASAS
Las glieosiltransferasas (o transglicosidasas) pueden ser definidas como enzimas que¡ transfieren un residuo glicosilo desde un donador a un sustrato aceptor; tales reacciones son
atahzadas por glicosidasas, fosforilasas y, por supuesto, por transglicosidasas. Sin embargo, el
de las dos primeras es considerado en la actualidad puramente degradativo, mientras queU papel
la alta especificidad hacia los donadores y aceptores de las glicosiltransferasas es la base
I fundamental para la síntesis específica de las cadenas de azúcar producidas en la célula. Es
importante destacar que las glicosiltransferasas de mamíferos son dificiles de manejar, puesto3 que sus donadores llevan cofactores asociados (son azúcares nucleótidos) que resultan muy
caros en el mercado. Sin embargo, las transglicosidasas de microorganismos no requieren
I dichos cofactores (Nilson, 1991). Dentro de las glicosiltransferasas (EC 2.4.) existen tres tiposdiferentes, que se diferencian en la naturaleza del residuo de azúcar que transfieren:
-Hexosiltransferasas (2.4.1.).¡ -Pentosiltransferasas (2.4.2.).
-Otras enzimas que transfieran restos distintos a hexosas y pentosas (2.4.99.).
1.1 LAS REACCIONES DE TRANSFERENCIA
En este tipo de reacciones, se produce la transferencia de un grupo glicosilo, desde unU donador (A-O-B) hacia un aceptor (C-H) . El mecanismo catalítico conlíeva la formación de un
complejo covalente intermediario enzima-sustrato (E-B) (Monsan y Paul, 1990).
A-H
A-O-E + E-II <— E-E + C-H B-C + E-H
Donador Enz¡ma 1120 Aceptor
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La energía necesaria para la síntesis del producto final (B-C) proviene de la ruptura inicial
del enlace glicosídico, que se almacena en forma de complejo covalente intermedio (E-B), y
posteriormente se emplea para transferir el grupo glicosilo al aceptor. Una gran variedad de
carbohidratos pueden ser usados como aceptores: monosacáridos, oligosacáridos, y derivados de
éstos, así como alcoholes aromáticos o alifáticos; por ello, pueden producirse un elevado número
de compuestos diferentes a partir del glicosilo donado. Se ha comprobado que el propio donador
glicosilo también puede actuar como aceptor. De este modo, y dependiendo del producto que
queramos obtener, se usará una mayor cantidad de aceptor o de donador (Monsan y Paul, 1995).
Algunas de estas enzimas catalizan también reacciones de hidrólisis, que pueden considerarse
como un transferencia del grupo glicosilo desde el donador al agua (Robyt, 1996). En cualquier
caso, la reacción de transglicosilación es estereoespecífica, conservándose la configuración
anomérica del grupo glicosilo transferido, en el aceptor.
Para la aplicación industrial de las glicosiltransferasas es determinante poder utilizar
carbohidratos baratos como sustratos. Por ello, la ciclodextrin glicosiltransferasa (EC 2.4.1.19.) y
la dextransacarasa (EC 2.4.1.5.) son dos de las enzimas de transglicosilación con mejores
perspectivas en la enzimología moderna. Esto se debe a que los sustratos que utilizan, almidón y
sacarosa respectivamente, no sólo suponen una disminución de los costes, sino que también
permiten la síntesis de una amplia variedad de productos de reacción, con distintas aplicaciones.
2. CICLODEXTRIN GLICOSILTRANSFERASAS
2.1 LAS CICLODEXTRINAS
Estructura
Las ciclodextrinas son oligosacáridos cíclicos no reductores constituidos por 6 (a-
ciclodextrina), 7 (g-ciclodextrina), 8 (y-cielodextrina) o más unidades de glucopiranosa, unidas
mediante enlaces oSjl—*4), y formadas reversiblemente a partir de almidón o sustratos similares.
Fueron descubiertas en 1891 por Villiers, cuando al estudiar la digestión del almidón por parte de
Bacillus amylobacter (Clostrídíum butyricum), además de dextrinas reductoras obtuvo una
pequeña cantidad de material cristalino, al que llamó celulosina. En el mismo año, se averiguó que
Villiers probablemente empleó cultivos contaminados con Bacillus nzacerans, el cual fue el
verdadero productor de estas primeras cielodextrinas (Koch, 1 891).
En 1903, Sehardinger fue capaz de aislar dos productos cristalinos, dextrinas A y E, que
fueron descritos en función de su falta de poder reductor. Sin embargo, no se especificó cuál fue la
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Ibacteria
responsable de la síntesis de estos productos. Algunos años más tarde, en 1911, el mismo
investigador describió que la especie Bacillus macerans producía grandes cantidades de dextrinas
cristalinas (25-30%) a partir del almidón. Sehardinger llamó a su producto cristalino “dextrina a-
Icristalizada”
y “dextrina e-cristalizada”. En 1935 la y-dextrina fue aislada por Freudenberg y
Jacobi. Estos científicos también desarrollaron varios protocolos para la producción de
Icielodextrinas.
Hasta ese momento, la organización de estos compuestos era incierta, pero en 1942
las estructuras de la a- y de la ¡3-ciclodextrina fueron determinadas por cristalografia de rayos X
I(French
y Rundle, 1942). Pocos años después, se dio a conocer la estructura de rayos X de la y-
ciclodextrina y se reconoció que las ciclodextrinas podían formar complejos de inclusión
U(
Freudenberg y Cramer, 1948). En 1961, se demostró la existencia natural de 6-, a-, ~-, ~-
iclodextrina (9-12 residuos) (Pulley y French, 1961). No se conocen ciclodextrinas con menos de
6 unidades de glucosa, probablemente debido a razones estéricas.
U A partir de los análisis de las estructuras de rayos X, se deduce que en las ciclodextrinas los
hidroxilos secundarios (C2 y C3) están localizados en la cara interna del anillo y los hidroxilos
Iprimarios
(C6) en la cara externa. Además, los hidrógenos apolares C3 y CS así como los oxígenos
de las uniones glicosídicas se encuentran en la región interna del anillo (Szejtli, 1990; Dijkhuizen
3. y cols., 1995) . Como resultado de todo ello, se tiene una molécula con una zona externa hidrófila,
que puede disolverse en agua, y una cavidad hidrófoba que proporciona una matriz apolar
(Saenger, 1984).
OH o
OH ,<~$<~7O
O
HO
onj$o
sso lID O
Interior hidrófobo
7.9ÁExterior hidrófilo
Figura ¡.1. Estructura de a-, 3-, y y-ciclodextrina y su forma tridimensional. Las longitudes de a y b se
recogen en la Tabla 1.1 para las distintas ciclodextrinas.
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Propiedades
La consecuencia más importante de la estructura de las ciclodextrinas es la capacidad que
poseen para formar complejos de inclusión con gran variedad de moléculas (ácidos grasos,
aminas, hidrocarburos alifáticos o aromáticos, etc.). Estas microencapsulaciones moleculares
favorecen la solubilidad de moléculas hidrófobas en agua (Otero y cols., 1991) o confieren
estabilidad a sustancias volátiles o lábiles (Szejtli, 1990).
Tabla 1.1. Propiedades de las distintas ciclodextrinas (Bender, 1986; Uekama e Irle, 1987; Romberger, 1997>.
Propiedad cí-cicíodextrina ¡3-ciclodextrina y-ciclodextrina
Número de unidades de glucopiranosa 6 7 8
Peso molecular 972 1135 1297
Solubilidad en agua 250C (% p/v) 14.5 1.85 23.2
Diametro exterior (a) (A) 14.6 15.4 17.5
Diametro de la cavidad (b) (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
Proffindidad de la cavidad (A) 7.9 7.9 7.9
Volumen aproximado de la cavidad (A3) 174 262 427
Aparte de las ciclodextrinas naturales, se han sintetizado numerosos derivados de éstas,
que son normalmente producidos mediante aminaciones, esterificaciones o eterificaciones de
los grupos hidroxilos primarios y secundarios de la ciclodextrina. Dependiendo del sustituyente,
la solubilidad de los derivados de ciclodextrinas varía con respecto a las ciclodextrinas de las
que proceden (Wenz, 1994; Kobayashi, 1996).
Aplicaciones
Las moléculas encapsuladas en ciclodextrinas presentan ventajosos cambios en sus
propiedades químicas y fisicas, como son:
-Estabilización de sustancias sensibles a la luz o al oxígeno.
-Modificación de la reactividad química de las moléculas encapsuladas.
-Fijación de sustancias muy volátiles.
-Aumento de su solubilidad.
-Protección contra la degradación por microorganismos.
-Enmascaramiento de los malos olores y sabores.
-IEnmascaraniiento de los pigmentos o colores de las sustancias.
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Todas estas propiedades, que las ciclodextrinas o sus derivados confieren a las moléculasI que albergan, las hacen apropiadas para sus aplicaciones en la industria alimentaria, farmaceútica,
artículos de droguería, química analítica y agricultura.
ALIMENTACION: el uso de las ciclodextrinas en alimentación fue aprobado por
I primera vez por el Ministerio Japonés de Salud en 1976 (se clasificaron como aditivosalimentarios naturales). En Japón la mayoría de las ciclodextrinas producidas se consumen en
roductos alimentarios. En 1986 el gobierno holandés aprobó la j3-ciclodextrina para su uso enIP.
cualquier producto alimentario en el que estuvieran permitidos almidones modificados. El
I ejemplo holandés fue rápidamente seguido por varios países europeos -entre ellos España-(Korpela y cols., 1988).
La principal aplicación de las ciclodextrinas en alimentos se desarrolla en la estabilización
¡de aromas, incluso a elevadas temperaturas y durante largos períodos de tiempo. De esta forma, los
aromas se emplean en mucha menor cantidad cuando se encuentran encapsulados. Las utilización
¡de estos complejos aroma-ciclodextrina se han desarrollado en tés, caramelos, chocolates, etc.
siendo una técnica especialmente útil durante el procesado de productos alimentarios, evitando la
U rápida evaporación y oxidación de los aromas (Juhász y cols., 1988). Del mismo modo, lasciclodextrmnas pueden estabilizar condimentos y especias cuando son sometidos a largos períodos
de almacenamiento, protegiéndolos así contra la oxidación. Muchas especias, como los picantes,
están comercialmente disponibles en Japón en forma de complejo de inclusión (Szente y cols.,
1988; Vokk y cols., 1991).¡ Otra importante aplicación alimentaria es la eliminación o disminución de olores o sabores
no deseados (Weiszfeiler y Szejtli, 1988). Un ejemplo característico es la reducción del amargor de
¡los zumos de cítricos (Shaw y cols., 1984). Ciertos productos de pescadería desarrollan
rápidamente olores y sabores peculiares, que proceden de aminas y ácidos grasos oxidados. Las
•c
iclodextrinas, en concentraciones de 2-5%, son efectivas en enmascarar estos olores y al mismo
iempo mejoran la textura del alimento (Hashimoto, 1988).
La textura de los productos cárnicos y de los productos de confitería también puede
mejorarse pulverizando ciclodextrinas sobre su superficie. Respecto a la carne, las ciclodextrinas
afectan a la consistencia de ésta e intensifican la dureza de partes tipo gel. Estos efectos
I probablemente deriven de cambios en las interacciones de los complejos lípido-proteína (Juhász y
cols., 1988). Estas propiedades pueden ser aprovechadas para el empleo de las ciclodextrinas con¡ emulsiones y cremas batidas. Concretamente la mayonesa, la margarina y las cremas de
mantequilla pueden estabilizarse con j3-ciclodextrmna (Hashimoto, 1988). Además, empleando 9-
e odextrina se puede eliminar el colesterol de la yema del huevo, de la leche y de la mantequillale
para producir productos de consumo diario de bajo contenido en colesterol (Kohlrausch y
Introducción 7
cols., 1994). Por último, son de interés los agentes antimicrobianos que se adicionan a los
alimentos encapsulados en ciclodextrinas (por ejemplo, la yodina y el ácido benzoico). Los
efectos de estas sustancias aumentan cuando están incluidos en la ciclodextrmna, por lo que menor
cantidad de ellos debe ser añadida al producto (Szejtli, 1982a).
La ingestión de ciclodextrinas no es perjudicial para el ser humano. Las ciclodextrinas
presentes en los productos alimentarios son bastante resistentes a los enzimas que degradan el
almidón, aunque pueden ser hidrolizadas con bajos rendimientos por a-amilasas (Szejtli, 1982b).
La a-ciclodextrina prácticamente no es degradada, mientras que la ¡3-, y sobre todo la y-
ciclodextrina son hidrolizadas con mayor facilidad debido a su tamaño y flexibilidad. Dicha
descomposición no se lleva a cabo a través de las amilasas presentes en la saliva o en el pancreas,
sino mediante a-amilasas de microorganismos de la flora del colon. Los estudios de absorción
revelan que únicamente el 2-4% de las ciclodextrinas ingeridas se absorben en el intestino delgado,
y que el resto es degradado y recuperado como glucosa en el colon. Esto explica la baja toxicidad
encontrada tras la ingestión de ciclodextrinas (Duchene, 1988; Bar y Ulitzur, 1994). La resistencia
de la cc-ciclodextrina a la degradación por a-amilasas puede ser aprovechada para sintetizar
complejos de ácidos grasos con a-ciclodextrina, con posibles aplicaciones dietéticas (Sato y cols.,
1986).
FARIVIACIA: existen numerosas aplicaciones de las ciclodextrinas en la industria
farmaccútica. Por ejemplo, la adición de a- o ¡3-ciclodextrina incrementa la solubilidad en agua
de varias sustancias lipófilas como las prostaglandinas (Pitha, 1988). En algunos casos, esto
supone una mayor vida media del medicamento, incrementando sus efectos farmacológicos y
permitiendo una reducción en la dosificación de la droga suministrada (Bekers y cols., 1988).
Los complejos de inclusión pueden también facilitar la manipulación de productos volátiles,
proporcionando diferentes vías de administración de drogas, como por ejemplo en forma de
tabletas o grageas. Las ciclodextrinas son empleadas para mejorar la estabilidad de sustancias
aumentando su resistencia a la hidrólisis, oxidación, calor, luz y sales metálicas. La inclusión de
productos irritantes en ciclodextrinas puede también proteger la mucosa gástrica en el caso de
medicamentos de administración oral, y reducir alergias dérmicas en el caso de medicamentos
de uso tópico. Además, las ciclodextrinas pueden aplicarse para reducir el sabor amargo y el
mal olor de las drogas (Duchene, 1988; Szejtli, 1988).
AGRICULTURA: las ciclodextrinas retrasan la germinación de las semillas. En el grano
tratado con j3-ciclodextrina se inhiben algunas amilasas que dcgradan el almidón de reserva dc
las semillas. Inicialmente, las plantas crecen más lentamente, pero más tarde este retraso es
compensado por una mejora en el rendimiento de desarrollo en un 20-45% (Saenger, 1980;
Oakes y cols., 1991).
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Producción industrial
Las ciclodextrinas tienen una importante aplicación industrial, y su uso en el mercado está
I aumentando aproximadamente 30-40% al año. Sin embargo, su precio actualmente es demasiado
alto (1 kg de la ciclodextrmna más barata -la [3-cuesta 15-20 $ USA). Aunque se ha estimado que
U el mercado potencial para las ciclodextrinas en Estados Unidos es de 32.000 toneladas por año(Starnes, 1990b), su consumo mundial durante 1995 alcanzó escasamente 5.500 toneladas; estas¡ diferencias serán superadas únicamente cuando el precio de las ciclodextrmnas disminuya de forma
significativa (hasta 5 $ USA por kilo) (Schmid, 1989). Se hace necesario, por tanto, el desarrollo
de metodos de producción de ciclodextrinas más económicos. El mercado de las ciclodextrmnas es¡ todavía muy limitado, debido a la escasa disponibilidad de a- y y-ciclodextrina.
Las ciclodextrinas son producidas industríalmente a partir de almidón utilizando la enzíma3 ciclodextrin glicosiltransferasa (CGTasa). Todas las CGTasas estudiadas producen una mezcla de
a ¡3 y y-ciclodextrinas, que dadas sus propiedades diferentes necesitan ser separadas.¡ Tradicionalmente se suelen emplear dos enfoques muy diferentes para producir ciclodextrinas
Puras: la cristalización selectiva de [3-ciclodextrina o la formación de complejos de inclusión de a-,
- y y-ciclodextrina con disolventes orgánicos. La cristalización se basa en las diferencias de
solubilidad de las ciclodextrmnas (ver Tabla 1.1). Después de la síntesis de las ciclodextrinas, la
U COTasa es inactivada, el almidón residual es hidrolizado con una glucoamilasa, y la 3-ciclodextrina es cristalizada. Como segunda posibilidad, algunos disolventes orgánicos (tolueno o
U ciclohexano) se emplean en el aislamiento de la f3-ciclodextrina. Los disolventes conocidos para laa-ciclodextrmna tienen elevados puntos de ebullición (229%? para el 1-decanol) lo que supone una
an dificultad a la hora de eliminarlos del medio acuoso mediante evaporación. En cuanto a los
¡gr empleados con la y-ciclodextrina (p. ej. ciclododecanona) son demasiado caros para su uso
U
come cial. Otras desventajas añadidas de la utilización de disolventes para la separación de
ciclodextrinas son su toxicidad, su inflamabilidad, y la necesidad de un proceso efectivo de
ecupe ación del disolvente (Pedersen, 1995). Las alternativas más innovadoras al empleo de los
I disolventes orgánicos son la utilización de resinas de intercambio iónico, resinas sintéticas de
afinidad o membranas de ultrafiltración. Sin embargo, estos métodos no están optimizados, y¡ parece poco probable que con ellos se puedan alcanzar rendimientos interesantes para una
posterior aplicación industrial. Por todo ello, existe una gran demanda de procesos que permitan
U producir a- y y-ciclodextrmnas puras, debido al enorme interés económico que suscitan estasmoléculas. Además, los métodos que se emplean para la producción de j3-cielodextrina no son
U ideales. En consecuencia, la investigación se dirige actualmente hacia la obtención de COTasasselectivas de uno de los tres tipos de ciclodextrmnas, mediante la combinación de tres tecnologías
complementarias: mutagénesis dirigida, modificación química y cristalografia de proteínas.
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2.2 EL ALMIDON
El almidón es el polisacárido de reserva más abundante en plantas como el maíz, la patata,
el trigo o la cebada, lo mismo que sucede con el glucógeno en animales.
El almidón se encuentra en dos formas, la amilosa y la amilopectina. La amilosa está
constituida por cadenas largas no ramificadas, en las que todas las unidades de D-glucosa se
hallan unidas mediante enlaces ct(1—>4). Las cadenas son polidispersas y varían en peso
molecular desde unos pocos cientos hasta 500.000. La amilopectina está muy ramificada; las
ramificaciones se hallan constituidas por unas 12 unidades de glucosa y aparecen, por término
medio, cada 20-25 unidades de glucopiranosa. Los enlaces glucosídicos del esqueleto son
a(1—*4), pero los puntos de ramificación son enlaces c4l—*6). Su peso molecular puede llegar
al millón. Estos puntos de ramificación son resistentes a la hidrólisis por amilasas (Boyce,
1986).
En las plantas, el almidón se deposita en forma de discretos gránulos citoplásmicos, de
unos 100-400 A de diámetro. Estos gránulos son insolubles en agua fríá, lo cual es un
inconveniente para su tratamiento industrial (ya que deben estar disueltos durante el ataque
enzimático). En consecuencia, la pasta de almidón se suele calentar a temperaturas de 62 a
720C -denominado punto de gelatinización-. La temperatura exacta para la gelatinización (y por
lo tanto para la solubilización del almidón) dependerá del contenido relativo de amilosa y
amilopectina. Dicha composición puede variar de un 11 a un 51% de amilosa dependiendo de la
especie de planta, órgano, edad del órgano, y condiciones de crecimiento. En definitiva, algunos
almidones son más fácilmente gelatinizados (por ejemplo, el almidón de la patata, que contiene
un 20% de amilosa y un 80% de amilopectina) que otros (el almidón de maíz o de arroz) (Martin
y Smith, 1995).
Hasta el momento, se han identificado más de 20 tipos diferentes de enzimas que emplean
el almidón como sustrato (Svensson, 1994). En las pasadas décadas, el número de aplicaciones
para estas enzimas, así como los niveles de producción se incrementaron enormemente. Como
resultado, estos biocatalizadores actualmente abarcan más del 30% de la producción mundial de
enzimas. La industria del almidón está, sin embargo, buscando nuevas enzimas más apropiadas y
eficientes. Las enzimas termoestables son de especial interés industrial, ya que para la licuefacción
del almidón es necesario trabajar a elevadas temperaturas (hasta 1 100C) que permiten incrementar
la solubilidad del almidón y reducir su viscosidad en agua (Starnes, 1991).
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2.3 FUNCION CELULAR DE LAS CGTasas
Muchos microorganismos -bacterias y hongos- secretan enzímas al medio extracelular conU
la principal misión de degradar el almidón, facilitando el suministro de carbohidratos al interior
celular. De todos ellos, un pequeño grupo de bacterias producen unas enzimas, las ciclodextrin¡ glicosiltransferasas (CGlasas; EC 2.4.1.19), que tienen la virtud de convertir el almidón en
ciclodextrinas mediante una transglicosilación intramolecular (Lawson y cols., 1994; Dijkhuizen y
E cols., 1995). Las ciclodextrinas sintetizadas en el exterior celular pueden desempeñar dosfunciones muy diferentes:
a)Mediante la producción de ciclodextrmnas el organismo dispone de una reserva externa de¡
glucosa, que no es accesible para otras células debido a que no son capaces de metabolizar estos
oligosacáridos cíclicos. Cuando el
microorganismo requiera energía adicional,
hidrolizará las ciclodextrinas extracelulares¡ transformándolas en frente de energía para su
crecimiento. En este proceso interviene la
enzima ciclomaltodextrinasa (CDasa; EC
3.2.1.54) asociada a la célula -concretamente
a la membrana celular y localizada en la cara¡
citosólica- que produce glucosa, maltosa y
maltotriosa a partir de la ciclodextrinau (Feederle y cols., 1996). El metabolismo
posterior de la glucosa tiene lugar en el¡ interior celular mediante las rutas glicolíticas,
dando como producto final piruvato (Saha y
Zeikus, 1990).
Figura 1.2. Representación esquemática de la acción conjunta de la COTasa y la COasa. La CGTasa
U es secretada por la bacteria y crea una ciclodextrina a partir de una cadena de amilosa. La CDasaasociada a la célula convierte la ciclodextrina en glucosa y otros oligosacáridos. A continuación, la
glucosa se emplea en la glicolisis para producir piruvato y ATP. Los círculos naranjas indican los
residuos de glucosa.
b) Las ciclodextrinas creadas por estas bacterias son empleadas para formar complejos
de inclusión con sustancias tóxicas que se encuentren próximas a ellas, o con compuestos
necesarios para el crecimiento, tales como cl hexadecano (Aeckersberg y cols., 1991).
it’ u.’
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2.4 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CGTasas
Hasta el momento, al menos 38 CGTasas han sido identificadas y purificadas, y sus
correspondientes genes donados, principalmente de especies Gram positivas del género Bacillus,
aunque también de especies de Thermoanaerobacterium, Ther,noanaerobacter, Micrococcus, y de
KlebsieIla, la única Gram negativa productora de CGTasa.
Aunque todas las CGlasas descritas tienen similitudes en la composición de aminoácidos
(tienen en común alrededor de un 60% de la cadena polipeptídica), sus características enzimáticas
son diferentes. La relación molar de a-, [3- y ‘y-ciclodextrina obtenida, así como sus propiedades
fisico-quimicas (estabilidad, pH y temperatura óptimos) varían dependiendo de la bacteria
productora de la enzima (Haga y cols., 1994).
Las CGlasas estudiadas pueden ser clasificadas como a-, [3-y y-CGlasas en función de
cual sea el producto principal que sinteticen. Existen numerosas a- y [3-COTasas, aunque muy
pocos casos de y-CGlasas. Por ejemplo, la CGTasa de Bacillus macerans es una a-CGTasa
(Delbourg y cols., 1993), mientras que la CGTasa de Bacillus circulans es una [3-CGTasa
(Lawson y cols., 1990). Bacillus subtilis (cepa 313) es el único microorganismo conocido capaz de
sintetizar y-CGTasa (Horíkoshi, 1988). Sin embargo, su producción de ‘y-ciclodextrmna es muy
limitada, por lo que se recurre a otras CGlasas. Este es el caso concreto de la CGTasa de Bacillus
ohbensis que se utiliza a nivel industrial para la obtención de [3- y y-ciclodextrina, ya que además
de sintetizar como producto principal [3-ciclodextrmnaproduce grandes cantidades de y-
ciclodextrina (no se detecta la presencia de cí-ciclodextrmna) (Sin y cols., 1993; Sin y cois., 1994).
La COTasa de Bacillusfirinus es una de las últimas COTasas descubiertas (Goel y Nene, 1995) y
de la que se está optimizando la producción de la enzima por parte del microorganismo (Gawande
y cols., 1998).
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2.5 ACTIVIDAD CATALíTICA
La COTasa es la única glicosiltransferasa que cataliza de forma reversible
transglicosilaciones ct(1—*4) inter- e intramoleculares a partir de almidón, presentando cuatro
actividades bien diferenciadas: ciclación, acoplamiento, transferencia e hidrólisis (Jamuna y cols.,
1993; Nakamura y cols., 1993).
Concretamente dichas actividades se caracterizan por:
Ciclación: transferencia intramolecular de un extremo reductor (donador> del azúcar, a un
extremo no reductor de la misma cadena (aceptor), formándose un compuesto cíclico
(ciclodextrmna).
Acoplamiento: es la reacción en la que una molécula de ciclodextrmna (donador) se
combina con oligosacáridos lineares (aceptor) para producir una cadena más larga que la del
oligosacárido inicial.
Transferencia: transferencia intermolecular entre dos cadenas de oligosacáridos lineares,
una de ellas actúa como donador y la otra como aceptor.
Hidrólisis: transferencia del extremo reductor del azúcar al agua (aceptor).
1
O +
Do ado Acep o1~’
CICLACION
¿s? ACOPLAMIENTO
TRANSFERENCIA
0~
Q • Residuos de glucosa
e Extremo reductor
~1
it+ IIIDR OLISIS
H20
Figura 1.3. Representación esquemática de las diferentes actividades de la ciclodextrin glicosiítransferasa.
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2.6 ESTRUCTURA Y MECANISMO
La COTasa es una enzima multifuncional (Kim y cols., 1995), estrechamente relacionada¡ con las a-amilasas. Concretamente, ambas enzimas comparten alrededor del 30% de su secuencía
de aminoácidos. Las estructuras tridimensionales de las a-amilasas y de las CGTasas, muestran
una clara similitud en la región N-terminal de aproximadamente 400 residuos, los cuales se
presentan en forma de estructura “tonel” ([3/a)s (del inglés ([3/a» harreO y comprende los
I dominios A, B, y C (Lawson y cols., 1994). Esta agrupación se organiza mediante 8 cadenas [3
paralelas rodeadas por 8 a-hélices (Janecek, 1994), fue por primera vez encontrada en la
U estructura de la isomerasa triosafosfato de músculo de poíío, denominándose hM (del inglés
triosephosphate isomerase).
Figura 1.4. Representación esquemática de la
estructura tonel (13/a)a. Las hebras negras
representan las a-hélices, y las grises cadenas g.
N y C indican los extremos N-terminal y C-
terminal.
Sin embargo, en contraste con las a-amilasas, las CGTasas poseen dos dominios C-
I terminal adicionales -dominios D y E- que se pliegan constituyendo cadenas ¡3. Por eso la masa
molecular de las CUTasas está en torno a 70-75 kDa, mientras que la de las a-amilasas es de 45-55
U kDa (Dijkhuizen y cols., 1995). Debido a las similitudes existentes en las estructuras primaria y
ia de las CGhasas y de las ct-amilasas, se consideran pertenecientes a la misma familia¡ ural: familia glicosil-hidrolasa ff13, también llamada familia cz-amilasa (Nakamura y
cols., 1994a). Existen muchos casos de clasificación “en falso” de CGTasas que en principio
I fueron descritas como cí-amilasas. Por ejemplo, las consideradas cí-amilasas de Bacillus circulanscepa F2, y Bacillus. sp cepa B 1018 fueron más tarde reclasificadas como CGTasas (Wind y cols.,
1998b). La ct-arnilasa de Therrnoanaerobacleríum ihermosuiflirigenes EMI fue recientemente¡ catalogada como una CGTasa con inusual y elevada actividad hidrolítica (Wind y cols. 1995).
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Figura LB. Estructura de la CGTasa. Los cilindros rojos representan las a-hélices y las flechas azules las
cadenas ~ Obsérvese la complicada topología TIM localizada en la zona central de la proteína. Estructura
tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).
Todos los conocimientos obtenidos respecto a la estructura y funcionamiento de la
CGTasa proceden de estudios cristalográficos de la enzima en presencia de diferentes sustratos
o inhibidores, realizados a partir de COTasas nativas o modificadas (química o genéticamente).
Hasta el momento se ha completado el estudio cristalográfico de las CGTasas de las siguientes
especies: Bacillus stearothermophilus (Kubota y cols., 1991), Bacillus circulans cepa 8 y su
mutante D229A (Klein y cols., 1992), Thermoanaerobacterium thermosz4furigenes (Knegtel y
cols., 1996), Badillus. c¡rculans cepa 251 y cuatro mutantes de ésta (Knegtel y cols., 1995;
Strokopytov y cols., 1996). Desde este momento, se utilizará la numeración de la CGTasa de
Thermoanaerobacterium thennosuffurigenes (Tabium-CGTasa), cuya estructura ha sido resuelta,
presentando una homología superior al 90% en la secuencia de aminoácidos con respecto a la
CGTasa de Iherinoanaerobacter sp. 501 (la enzima con la que he realizado mis estudios).
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2.6.1 LOS DOMINIOS
La estructura de la CGTasa presenta 5 dominios denominados A, B, C, D y E (Lawson yE cols., 1994; Wind y cols. 1998b). El dominio A (del aminoácido 1 al 144, y del aminoácido 206 al
U 406) tiene una topología TJM (¡3/a)s. En este dominio se localiza la triada catalítica fundamentalpara la actividad de cualquier CGTasa, constituida por los residuos Asp23O, Glu258 y Asp329. El
U dominio E (del aminoácido 145 al 205) es un extenso lazo entre la tercera cadena ¡3 y la terceraa-hélice del dominio A siendo un estructura secundaria muy pequeña, que interrumpe el
dominio A. Los otros tres dominios tienen estructura de cadena ¡3. El dominio C (delU aminoácido 407 al 495) se dispone tras la finalización del tonel (13/ex» y está formado por 4
cadenas [3.El dominio D (del aminoácido 496 al 580) es una gran cadena ¡3, y el dominio E (del
U aminoácido 581 al 683) está compuesto de dos cadenas [3(ver Fig. 1.6). Las funciones de cada
uno de estos dominios son las siguientes: los dominios A y el B contienen el centro activo con
U la tríada catalítica, el eje de ciclación, así como los residuos que contribuyen a la unión delsustrato al sitio catalítico. Las funciones de los dominios C y D no se conocen con certeza. Por
I ultímo el dominio E está involucrado en la unión del almidón a la CGTasa. Para ser exactos se handescrito en este dominio dos sitios de unión de maltosa. El primero de ellos se encarga de unir el
almidón, y el otro de guiar y orientar la cadena de almidón hacia el centro activo (Fig. 1.7 y 1.8).
U Figura 1.6. Los cinco dominios de la CGTasa. En color rojo (aminoácidos 1-144) y blanco (aminoácidos206406>, el dominio A; el dominio E en color verde; el dominio O en color azul; el dominio D en color rosa;
U el dominio E en color amalillo. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulaciónmolecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).
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Figura 1.7. En el primer sitio de unión de maltosa los dos anillos de glucosa establecen contactos
hidrófobos con las cadenas laterales del Trp6l3 y el Trp659. Existen tres puentes de hidrógeno directos
con la proteina en los que participan la AsnGG4 y la Lys648. Además, este sitio de unión tiene tres
moléculas de agua que forman puentes de hidrógeno entre la proteina y la maltosa (Lawson y cols.,
1992; Lawson y cols., 1994).
Figura ¡.8. En el segundo sitio de unión de maltosa, el azúcar está dispuesto con su extremo reductor
sobre el anillo aromático de la Tyr63O. En los puentes de hidrógeno participan: la Thr595 y el oxigeno de la
unión peptidica, asi como los aminoácidos Val596, Gly598, Asn624, y Gln625. Se aprecian dos moléculas
de agua formando puentes de hidrógeno, una de las cuales lo crea de manera indirecta empleando para
ello la Asn600 (Lawson y cols., 1992; Lawson y cols., 1994).
t
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2.6.2 EL SITIO DE UNION DE ALMIDON
Los dos sitios de unión de maltosa forman parte de una estructura superior, el sitio de¡ unión de almidón, que se localiza en una zona alejada del centro activo. Dicha región,
comprende una limitada secuencia de gran homología en toda la familia a-amilasa (Svensson y
U cols., 1989; Dalmia y cols., 1995). Está constituida por 95 residuos, localizados en el dominio
E, de los cuales 11 son estrictamente conservados:
ThrS95 01y598 Gly6OS Leu6lOGly6ll Tw 613 Pro 63lTrp633 Lys648Trp659Asn664
Cuatro de los 11 residuos estrictamente conservados del sitio de unión de almidón
(Trp6l3, Lys648, 1rp659 y Asn664) forman parte del primer sitio de unión de maltosa,
U mientras que Thr59S, Gly598 y Trp633 son parte del segundo sitio de unión de maltosa. Los
residuos estrictamente conservados restantes (01y605, Leu6 10, 61y61 1 y Pro63l) no se
U encuentran directamente involucrados en la unión de maltodextrinas, pero probablemente sean
necesarios como soporte estructural del dominio de unión de almidón.
Los estudios de modelado molecular sugieren que la cadena de amilosa puede¡
disponerse en una extensa conformación en cinta interaccionando con ambos sitios de unión de
U maltosa (Dijkhuizen y cols., 1995). Además, mediante estudios cristalográficos adicionales, seha descubierto la existencia de un largo canal, que enlaza el centro activo con el sitio de unión
de almidón, y en el que se pueden acomodar de 9 a 10 residuos de glucopiranosa.
En resumen, la unión del almidón se produce en una región alejada del centro activo: el
sitio de unión de almidón, en el que participan dos sitios de unión de maltosa (Fig. 1.9). La cadena
¡( de almidón, unida en su región específica, se conecta con el centro activo a través de un largo canal
Lawson y cols., 1994).
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Figura 1.9. Disposición de los sitios de unión de maltosa con respecto al centro activo de la CGTasa
<Asp329, Glu258, Asp 230, PhelS6>. En verde, el primer sitio de unión, y en blanco el segundo.
Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab ViewerLite 3.10
(MSI).
2.6.3 EL CENTRO ACTIVO
La tríada catalítica y los subsitios de unión delsustrato
El centro activo de la CGTasa está compuesto por tres residuos ácidos: Asp23O, Glu258 y
Asp329. Esta tríada catalítica está localizada en el fondo de una cavidad situada al final de la
estructura TIM (¡3/a)g, en el dominio A. El 01u258 está rodeado por la mayoría de los residuos
hidrófóbos del centro activo (Tyr26O, Phe284, y Leu282), mientras que el Asp329 y el Asp23O se
encuentran en una ambiente más polar (Klein y cols., 1992; Lawson y cols., 1994).
El sustrato se ensambla en el centro activo de la enzima mediante 7 subsitios (denominados
desde el extremo reductor al no reductor de la cadena de amilosa como 2’, 1’, 1,2,3,4, 5) (Klein y
cols., 1992; Nakamura y cols., 1994b). Cada residuo de glucosa del sustrato polimérico se une a
su subsitio con una alta especificidad. Las interacciones de los residuos de glucosa con cada
subsitio pueden ser de tres tipos: puentes de hidrógeno, fuerzas de van der Waals, o
interacciones hidrofóbas, estas últimas producidas por el desplazamiento de moléculas de agua
que se encontraban unidas al centro activo en ausencia de sustrato (Knegtel y cols., 1995).
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La acción de la tríadacatalítica
En la CGTasa nativa existe un fuerte puente de hidrógeno (2.5 A) entre los grupos
E G1u258 y Asp329, indicando que uno de los dos carboxilatos está protonado, probablemente elG1u258. Cuando la amilosa se une al centro activo, el Asp329 se mueve hacia el azúcar y se
• forma un puente de hidrógeno entre la cadena lateral del Asp329 y el hidroxilo del C2 de la
• glucosa del subsitio 1. Por lo tanto, el puente de hidrógeno entre el Asp329 y el Glu258 se
U rompe A continuación, la cadena lateral del Glu258 se desplaza hacia una nueva posición,estableciendo un puente de hidrógeno con respecto al oxígeno de la unión glicosídica entre los
residuos de los subsitios 1 y 1’. De esta manera, escinde la unión entre ambas glucopiranosas¡ dando comienzo la reaccion.
En resumen, el Glu258 es el donador de protones que inicia la reacción. El Asp329 esta
I involucrado en la unión del sustrato. Es muy probable que el Asp329 tenga una función
adicional de mantener el grupo carboxilato del Glu258 protonado a valores altos de pH,
E permitiendo así a la enzima ser activa en medios moderadamente alcalinos. Por último, elAsp23O actúa como base general o nucleáfilo y también participa en la unión del sustrato
(Strokopytov y cols., 1995).
E Figura 1.10. Acción de la triada catalitica (en verde) sobre la maltohexaosa <en rosa). Obsérvese laescisión de la unión glicosidica. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación
molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).
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Figura 1.11. Diferentes contactos de los residuos de amilosa en el centro activo. Subsitio 2: existen
interacciones hidrofóbas con las cadenas laterales de la His99, TyrlOl, TrplO2 y Leul98. Se forman tres
puentes de hidrógeno con el Asp37l y la Arg375. La posición de las cadenas laterales de estos residuos
está fijada mediante puentes de hidrógeno con aminoácidos vecinos. Subsitios 1 y 1’: las interacciones de
los residuos en dichas posiciones juegan un papel clave para explicar la unión y escisión del sustrato. La
glucosa del subsitio 1 establece gran cantidad de puentes de hidrógeno con aminoácidos cercanos al
centro activo, incluyendo dos de los tres residuos catalíticos (Asp 230 y Asp329). Además, interacciona a
través de fuerzas de van der Waals con la Hisl4l. La glucosa situada en el subsitio 1’ se une al centro
activo gracias a los enlaces con la His234 y el Glu258. Por último, ¡a hexosa localizada en el subsitio 2~
presenta un puente de hidrógeno con la Lys233 (Strokopytov y cols., 1995; Strokopytov y cols., 1996; Wind
ycols., 1998a).
El eje de ciclación
La triada catalítica dcl centro activo aparece tanto en las CGTasas como en las a-
amilasas, por lo que la diferencia en el comportamiento de ambas enzimas debe atribuirse a
otras círcunstancias. Concretamente, el aminoácido aromático Phel96 está presente en una
situación dominante cn la zona central del sitio activo (ver Fig. 1.12), y es el residuo clave que
230
N
N
ARG375
MIS 328
diferencia la actividad CUTasa de la cí-amilasa. Dicha posición sc conoce con el nombre de eje
22 Tesis Doctoral. M. Alcalde
U de ciclación (Dijkhuizen y cols., 1995; Pedersen y cols., 1995). Todas las cí-amilasas poseen unpequeño residuo en ese lugar (Gly, Leu, Ser, Thr, Val) en contraste con las CGTasas que tienen¡ un voluminoso residuo aromático en posición equivalente (Tyr o Phe) (ver Tabla 1.3) (Wind y
cols., 1998b). De esta manera, la actividad de la COTasa es modulada por el eje de ciclación que
interacciona especialmente con sustrato cíclicos (en reacciones de acoplamiento) y con sustratos
U lineares que van a ser convertidos en productos cíclicos. El tamaño del residuo en la posición 196
es fundamental para la selectividad de la reacción (iNakamura y cols., 1994b). Un claro ejemplo de
U ello es la CGTasa de Bacillus suhtilis cepa 313, una CGTasa exclusiva, con un residuo de Leucomo eje de ciclación. Se trata de la única y-CGTasa descrita, que produce y-ciclodextrmna y¡ rnaltooligosacáridos lineares en la fase inicial de la reacción con almidón. Esta y-CGTasa, puede
er considerada como el eslabón que permite relacionar filogenéticamente las ct-amilasas con las
CGlasas.
Tabla 1.3. Comparación de los residuos que aparecen en la posición
amilasas (Peninga y cols., 1995).
196 de diferentes COTasas y a-
TIPO DE ENZIMA ESPECIE RESIDUO 196
13-CGTasa
Thermoanaerobacter sp. Phe
T. termosulfurigenes Phe
B. cireulans cepa 251 Tyr
B. circulans cepa 8 Tyr
B. circulans cepa F-2 Tyr
Bacillus alcalófilo cepa 17.1 Tyr
Bacillus alcalófilo cepa 1011 Tyr
Bacillus alcalófilo cepa 38.2 Tyr
Bacillus alcalofilo cepa 1-1 Tyr
B. ohhensis Tyr
W[3 -COTasa B. lichen~formis Tyr
a-CGTasa
B. macerans Tyr
Klebsiella pneumoniae Phe
B. sterothermophilus Phe
y-CGTasa B. subtiiis 3 1 3 Leu
ct-aínilasa
Taka amilasa A Aspergillus o¡yzae Gly
cí-amilasa de cerdo Val
ck-amilasa de saliva humana Ser
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Figura 1.12. El centro activa de la CGTasa. En azul, la tríada catalítica. En amarillo, el eje de cidación;
abséivese su localización dominante en el centro activo. Estructura tridimensional procesada con el
programa de simulación molecular WebLab ViewerLjte 3.10 (MSI).
El ínecanis~no de la reacción
En la Fig. 1.13 se representa el mecanismo de acción de la COTasa para la reacción de
ciclación. La cadena de amilosa se une a la COTasa en forma de espiral, debido a la capacidad
de la Phel96 para formar un complejo de inclusión con ella. La CGTasa escinde la unión
glicosídica ct(1—>4) de la amilosa gracias a la acción de la tríada catalítica. La reacción de
transglicosilación de la CGTasa opera mediante un mecanismo de ping-pong bí bi (Nakamura y
cols., 1994a), el cual establece que la transglicosilación ocurre después de que el extremo
reductor de la amilosa escindida (donador) ha sido liberado de la enzima. La ciclodextrina se
forma cuando el extremo no reductor de la amilosa (aceptor) se sitúa en los subsitios S¡’y 52’
(anteriormente ocupados por el extremo reductor de la amilosa) (Nakamura y cols., 1994b).
La transglicosilación intermolecular tendrá lugar cuando otro aceptor se una a los
subsitios Si ‘y S2’. Si el agua actúa como aceptor tendrá lugar la reacción de hidrólisis. Sin
embargo, si el aceptor es una cadena de oligosacárido, se producirá la reacción de transferencia.
Por último, la reacción de acoplamiento puede explicarse del siguiente modo. Si en el
centro activo se acomoda una ciclodextrina, se producirá la ruptura de ésta mediante el ataque
de la tríada catalítica, abriendo la molécula. A continuación, se unirá a los subsitios Si’y 52’un
maltooligosacárido, liberándose como producto final una cadena de dextrina con mayor
unidades de glucosa que la ciclodextrina de partida.
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• 2.7 ESTRUCTURA-FUNCION EN CGTasas. ESTUDIOS DE
• MUTAGENESIS DIRIGIDA Y MODIFICACION QUíMICA
En los últimos años, se ha realizado un enorme esfuerzo en lo que se refiere a
• mutagénesis dirigida de la CGTasa, con el propósito de conocer el mecanismo de acción de esta
• enzima e intentar conseguir biocatalizadores con selectividades hacia una ciclodextrina
I determinada, o reducir ciertas reacciones laterales (especialmente el acoplamiento). Por ello, sehan mutado los residuos de la triada catalítica (Strokopytov y cols., 1995), el eje de ciclación,
así como cadenas laterales aromáticas en posiciones cercanas al centro activo o a la región de¡ unión de almidón (Nakamura y cols., 1994). Se ha estudiado el comportamiento de la enzima
modificada genéticamente en presencia de determinados sustratos o inhibidores: a-3 ciclodextrina (Lawson y cols., 1992), acarbosa (Strokopytov y cols., 1995), maltohexaosa
(Strokopytov y cols., 1996) maltoheptaosa (Knegtel y cols., 1995), etc. La finalidad de estas
investigaciones es conocer las interacciones que se producen entre el sustrato o inhibidor y la
• enzima, apoyándose en algunos casos en datos de cristalografia de rayos X del complejo
I enzímático formado.Otra herramienta importante que se empezó a desarrollar hace bastantes años para llevar
a cabo estudios estructura-función, y en ocasiones para obtener preparaciones con mejores¡ propiedades que la enzima nativa, es la modificación química de proteínas (Means y Feeney,
1971; Zeffren y Hall, 1973; Glazer y cols., 1975; Lundblad, 1991). Probablemente, el principal3 objetivo de la mayoría de los experimentos de modificación química es identificar aminoácidos
que estén involucrados en la actividad enzimática. En general, estos residuos contienen cadenas
laterales con grupos ffincionales que participan en la reacción mediante la formación o ruptura deE.
uniones. Además, se debe incluir dentro del grupo de aminoácidos implicados en la catálisis, no
solo aquellos que participan directamente en la reacción (formando parte del centro activo), sino
U también los que intervienen en la unión del sustrato a la proteína. Al tratarse de una metodología
eneral, se pueden obtener informaciones globales acerca de qué tipo de residuos están¡ implicados en la catálisis o en una determinada propiedad del biocatalizador, para posteriormente
aplicar las tecnologías de mutagénesis y cristalografia consiguiendo resultados muy interesantes.¡ Los estudios de modificación química de CGTasas se han centrado principalmente en los residuos
de triptófano (Ohnishi y cols., 1994a ; Ohnishi y cois., 1994b), histidina (Jeang y Lin, 1994; Vilícte
s., 1992), tirosina (Villete y cols., 1993), arginina ( Mattson y cols., 1992), y más¡
recientemente cisteina (Alcalde y cols., 1996), lisina (Alcalde y cols., 1996, Alcalde y cols., 1999),
glutámico y aspártico (Alcalde y cols., 1998a).
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2.8 CGTasa DE Thermounaerobacter sp.
En 1985 uno de los grupos de investigación de la empresa Novo Nordisk aisló una enzima
procedente de especies de Thermoanaerobacter, microorganismos anaeróbicos termófilos, que
degradaba el almidón y era estable a altas temperaturas y bajos valores de pH. Al principio
pensaron que la enzima era una a-amilasa, debido a su rapidez y efectividad en la licuefacción del
almidón. Sin embargo, cuando examinaron los carbohidratos producidos a partir del almidón
hidrolizado pudieron ver que se trataba sin duda alguna de una CGTasa. Los principales productos
de la reacción eran a-, ~3-y y-ciclodextrina y no había restos de oligosacáridos de bajo peso
molecular en las fases iniciales de la digestión. (Stames y Katkocin, 1990a; Norman y Jorgensen,
1992).
2.8.1 PROPIEDADES DE LA ENZIMA
La COTasa de Thermoanaerobacter sp. es una proteína monoméiica de 683 aminoácidos
con una masa molecular de 75.5 kDa. Está precedida por un péptido señal de 27 aminoácidos. La
similitud en la secuencia de aminoácidos con respecto a las CGTasas del género Bacillus es del
58%.
Su temperatura óptima es de 90-950C a pH 5.8, reteniendo el 95-100% de su actividad
cuando se incuba a 750C sin sustrato durante 60 mm. Además, es suficientemente estable a 1050C
en presencia de almidón, para emplearla en procesos industriales de licuefacción. Esta CGTasa
puede convertir alrededor del 20% de una dispersión de almidón al 25% (p/v) en ciclodextrinas.
La enzima conserva más del 80% de su actividad en el intervalo de pH 5.0-6.7. El gen de
Thermoanaerobacter sp. ha sido transferido a un huésped de Bacillus y la COTasa es hoy en día
un producto comercial (Norman y Jorgensen, 1992; Pedersen y cols., 1995).
Por último, añadir que su secuencia de aminoácidos ha sido recientemente patentada,
siendo muy parecida a la de la COTasa de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (91% de
homología), al igual que sus propiedades (Wind y cols., 1995).
2.8.2 CGTasa DE Thermoanaerobacter sp. COMO ENZIMA ALIMENTARIA
Las enzimas alimentarias procedentes de microorganismos genéticamente modificados
han sido empleadas comercialmente durantc muchos años. Ejemplos de ello son la amilasa
nialtogénica para la producción de jarabcs de maltosa, la lipasa de Mucor ,niehei para la
interesterificación dc grasas, y la acetolactato descarboxilasa para la maduración de la cerveza.
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Todas las enzimas que normalmente se utilizan en procesos alimentarios deben ser¡ seguras para el consumo. Esto quiere decir que la enzima, tanto en su forma activa como en la
inactiva, no debe ser causa en ningún caso de reacciones toxicológicas en humanos.¡ Las enzimas alimentarias son producidas mediante el cultivo puro de cepas,
cuidadosamente seleccionadas, de microorganismos que sean capaces de crecer sobre sustancias¡ naturales esterilizadas actuando como fuente de energía. Tanto las condiciones de fermentación
como las condiciones de recuperación de las enzimas deben ser meticulosamente controladas para
¡a
segurar que los requisitos de la GMP (good manufacturing practice) se cumplan durante su
roducción. El producto final debe reunir todos los criterios establecidos por la FAO/WHO, el
comite experto sobre aditivos alimentarios (JECFA, Joint Expert Committee on Food Additivies) y¡ el código de química alimentaria (FCC, Food Chemicais Codex).
La JECFA clasifica las enzimas alimentarias de origen microbiano en tres clases de
E acuerdo con el tipo de organismo del que proceden y su uso tradicional. La mayor parte de las
enzimas producidas industrialmente suelen pertenecer a la clase B (es el caso de la CGTasa y de¡ la dextransacarasa), que se define como: “enzimas derivadas de microorganismos no patogenos
comúnmente encontrados como contaminantes de los alimentos. Estas enzimas son consideradas
¡a
limentarias siempre y cuando se establezcan las especWcaciones químicas y microbiológicas
portunas y se realicen cortos estudios que aseguren la ausencia de toxicidad. Cada preparación
es evaluada individualmente y debe establecerse un consumo diario aceptable
La COTasa de Thermoanaerobacter sp. fue introducida en 1996 por Novo Nordisk
como enzima alimentaria debido a sus peculiares propiedades. La enzima se incluyó en la lista
I de sustancias GRAS (generally recognize as safe). Al reunir todos los requisitos establecidospor la GMP, fue admitida como segura para su uso en la producción de ciclodextrinas (Pedersen
y cols., 1995).
U 2.8.3 VENTAJAS DEL EMPLEO INDUSTRIAL DE LA CGTasa deThermoanaerobacter sp. COMO ENZIMA TERMOESTABLE.
PRINCIPALES APLICACIONES
Muchas de las enzimas recientemente descubiertas poseen termoestabilidades superiores¡ a las enzimas tradicionales. El interés que existe en enzimas termoestables crece día a día,
debido al hecho dc que la mayoría de las enzimas involucradas en procesos industriales trabajan¡ a temperaturas elevadas. Su principal ventaja se relaciona con que, en la mayoría de los casos, a
medida que se incrementa la temperatura del proceso, aumenta el rendimiento de la reacción.
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Por otro lado, las altas temperaturas inhiben el crecimiento microbiano, siendo menor el
riesgo de contaminación. Otra virtud del empleo de altas temperaturas en la industria es que se
favorece el mezclado y la solubilización de los productos, disminuyendo la viscosidad y
permitiendo trabajar a elevadas concentraciones de reactivos (Zamost y cols., 1991). El manejo
de enzimas termoestables se ha incrementado en los últimos años, gracias a la capacidad de
donar los genes de los microorganismos termófilos en cepas mesófilas.
La suma de todos estos factores ha conducido a disponer de una amplia variedad de
enzimas termoestables que están reemplazando paulatinamente a las enzimas termolábiles. Por
ejemplo, las amilasas termoestables de Bacillus lichen<formis y Bacillus stearothermophilus han
reemplazado a las amilasas termolábiles de Bacillus subtilis.
Desde un punto de vista estructural, las principales diferencias entre las enzimas
procedentes de fUentes termófílas y mesófilas aparecen en la superficie de estas proteínas. Las
enzimas termoestables contienen menos lazos flexibles, tienen mayor número de puentes salinos,
puentes de hidrógeno e interacciones hidrófobas. Todo ello hace que la proteina sea más rígida
que su homóloga mesófila. Esta rigidez explica la baja eficacia catalítica de las enzimas
termoestables a temperatura ambiente, ya que sólo alcanzarán la flexibilidad requerida para la
catálisis a elevadas temperaturas (Knegtel y cols., 1996).
La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. muestra la termoestabilidad más alta descrita
para cualquier CGTasa hasta el momento. Posee una temperatura óptima de 950C, más elevada
que la de la CGTasa de B. stearothermophilus (700C), o la de T. thermosulfurigenes (850C).
Esta excepcional resistencia térmica la confieren numerosas aplicaciones industriales, que
pueden revolucionar las metodologías tradicionales, especialmente en los campos de
licuefacción del almidón y producción de ciclodextrinas.
Licuefacción del almidón empleando CGTasa de Thermoanaerobacter sp.
La producción de jarabes de alto contenido en fructosa a partir de almidón, requiere de
tres pasos denominados licuefacción, sacarificación e isomerizacíon.
La industria del almidón ha adoptado unas condiciones estándar de licuefacción en dos
etapas consecutivas. La primera de ellas constituye la llamada gelatinización o licuefacción
primaria de una pasta de almidón al 35-40% (p/v) a 1050C durante 5 mm. A continuación tiene
lugar la segunda fase conocida como dextrinización o licuefacción secundaria, en la que la
mezcla se somete a temperaturas de 950C durante 90 mm (Starnes y cols., 1991). La
licuefacción es generalmente llevada a cabo por una cz-amilasa de B. /ichen¡fornñs o E.
stearo/heí’moph.’/us a pH 6.0-6.5. A continuación se realiza la sacarificación a pH de 4.5 catalizada
por una amiloglucosidasa, dando lugar a jarabes de alto contenido en glucosa.
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Como resultado de estas incompatibilidades de pH, la industria del almidón ha realizado¡ una extensa búsqueda de enzimas que licúen el almidón y que sean a su vez capaces de operar en
el mismo valor de pH de la posterior sacarificación para, de este modo, eliminar la necesidad de¡ ajustar el pH del almidón sucesivas veces (Norman y Jorgensen, 1992). Actualmente se están
empezando a desarrollar estudios de la aplicación de CGTasas en la licuefacción del almidón,
I como alternativa al empleo de las ct-amilasas. De los microorganismos conocidos comoproductores de CUlasas ninguno de ellos es suficientemente termoestable para su utilización en¡ la industria de la licuefacción del almidón, a excepción de la CGTasa de Thermoanaerobacter
sp. Esta propiedad, unida a su excelente actividad a bajos valores de pH, permite la licuefacción
del almidón a pH 4.5, por lo que se puede realizar la sacarificación consecutivamente,¡ eliminando de este modo la necesidad de un ajuste de pH (además, el almidón procedente de
procesos de molido-húmedo tiene un pH de 4-5, por lo que es necesario ajustarlo a 6.0 para que la¡ a-amilasa trabaje en la licuefacción, pero utilizando la COTasa tan sólo es necesario un leve ajuste
de pH a 4.5). En definitiva, los ajustes de pH serán mucho menores que en el caso de las a-
con el consiguiente ahorro en el empleo de ácidos o bases. Por otro lado, el bajo nivel de¡
ales generadas por los ajustes de pH reducen la necesidad de emplear agentes químicos e iones
E de intercambio en la purificación del jarabe. Por último, se evita la formación de compuestoscoloreados y subproductos no deseables, como la maltulosa, que contaminan el jarabe (Nielsen,
1991).
Si después de este tratamiento, el almidón se enfría a 600C y se le añade una
amiloglucosidasa durante 48 h, se produce glucosa con un rendimiento similar al que se obtiene
I comercialmente empleando ct-amilasas para la licuefacción del almidón (Zamost y cols., 1991). En
cualquier caso, en los procesos de licuefacción industrial se requiere gran cantidad de enzima.
I Las bacterias termofilicas son pobres productores de enzimas. Por consiguiente es necesariodonar el gen de la CUTasa dentro de un huésped apropiado para producir la suficiente enzima
(Pedersen y cols., 1995).
Producción de ciclodextrinas
Las ciclodextrinas fueron por primera vez sintetizadas a escala industrial en 1976. El
E método tradicional de producción incluía tres pasos: 1) licuefacción del almidón, 2) formación
de ciclodextrinas a partir del almidón licuado, 3) separación y purificación de las ciclodextrinas¡ (Su y Yang, 1990). El proceso clásico descrito por Tilden y Hudson, emplea la CGTasa de
B macerans para sintetizar estos azúcares cíclicos. Sin embargo, esta CGTasa no es capaz
reí almidón a alta temperatura, lo que se traduce en una serie de inconvenientes. En primerE lugar, cl almidón debe ser solubilizado mediante un pretratamiento con una u-amilasa. Después de
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esta licuefacción, la a-amilasa debe ser inactivada para obtener buenos rendimientos de
ciclodextrinas. Además, la CGTasa de B. macerans no es suficientemente termoestable para ser
empleada a altas temperaturas. Consecuentemente, la conversión de almidón a ciclodextirinas
requiere un amplio tiempo de reacción antes de que se alcancen rendimientos aceptables. Por
último, la contaminación microbiana puede suponer un problema añadido (Zamost y cols., 1991).
La utilización de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. en la producción de ciclodextrinas
solventa la mayoría de estas dificultades. Al tratarse de una enzima termoestable, permite la
integración en un solo paso de la licuefacción del almidón más la conversión del almidón licuado
en ciclodextrinas. En definitiva, se elimina una etapa de la reacción -el tratamiento previo a la
adición de la CGTasa, con ct-amilasas, para hidrolizar el almidón parcialmente-. Además, la alta
termoestabilidad permite tiempos de producción de ciclodextrinas muy cortos, lo que significa
mayores rendimientos que los obtenidos por la CGTasa de B. macerans. El tiempo de reacción de
la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. es menor que el de cualquier COTasa termolábil (Starnes
y cois., 1990a; Nielsen, 1991; Pedersen y cols., 1995).
Pasta de almidón GELATINIZACIÓN
CGTasa 5 minutos. 1O5~C.
4,
CICLACION
4-24 horas. 900C
Figura 1.14. Esquema del proceso de producción de ciclodextrinas con la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp.
3. LAS DEXTRANSACARASAS
3.1 GLUCANSACARASAS Y DEXTRANOS QUE PRODUCEN
Las glucansacarasas son un grupo de enzimas, sintetizadas por la familia Lactobacíllaceae,
que catalizan la síntesis de glucanos con diferentes estructuras a partir de sacarosa (Sidebotham,
1974). Los glucanos que tienen la cadena principal constituida por uniones gl—>6) entre glucosas
se conocen como dextranos, y las enzimas que los sintetizan se llaman dextransacarasas (EC
2.4.1.5). Las dextransacarasas son enzimas inducibles, extracelulares, producidas por bacterias de
los géneros Strepiococcus, Leuconostoc y Lactobacillu.s. De las tres especies del género
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¡ Leuconostoc (L. mesenteroides, L. dextranicium y L. citrovorum) la última no produce
dextransacarasa (Miller y Robyt, 1984; Pennelí y Barker, 1992). Los dextranos se diferencian unos
I de otros dependiendo del tipo de unión que presenten en sus puntos de ramificación -ct(1--+2),ct(l—*3), ó c4l—>4)-, del porcentaje de dichas ramificaciones y de su disposición en la cadena.
Tabla 1.4. Especies de bacterias que sintetizan dextranos <Sidebotham, 1974).
Lactobacillus Leaconostoc Streptococcus
L. acidophilus
L. brevis
£ hovis£ challis
L. casei L. dextranicum S.faecalisS. mitisL. musicus L. mesenteroides
S. mutants
L. pastorianus
L.viridescens
£ sanguis
~ v¡rwans
Existen glucanos que no encajan dentro de la definición de dextrano. En concreto hay
I glucanos que tienen uniones ct(1—*3) en la cadena principal y glucanos que alternan las unionesa(1—>6) y c41—*3) en la cadena principal.
La bacteria Leuconostoc mesenteroides B-5 1 2F produce un sólo tipo de dextrano que tiene¡ 95% de uniones a(l—>6) en la cadena principal y 5% de puntos de ramificación @1—>3). Las
ramas de dicha especie pueden ser de dos tipos: simples unidades de glucosa (la mayoría de las
I veces), o cadenas relativamente largas con enlaces a(l—*6) -de 2 a 50 residuos glucosilo- unidas a
la estructura principal mediante el punto de ramificación a(l—*3). Otros dextranos contienen un¡ porcentaje mucho más alto de puntos de ramificación c4l—*3). Por ejemplo, el dextrano 5
(soluble) de Leuconostoc mesenteroides B-742 tiene 50% de uniones c4l—*6) en la cadena
I principal y 50% de puntos de ramificación c4l—*3), de los cuales la mayoría son residuos deglucosa. Este caso representa el más alto grado de ramificación que puede tener un dextrano. La¡ estructura resultante es una especie de peine bifurcado, en el que cada una de las glucosas
enlazadas a la cadena principal mediante uniones ct(l—*3) constituirían los “dientes” del peine y la
I cadena principal seria el “eje” de dicho peine (ver Fig. 1.15). Los dextranos de este tipo sonaltamente resistentes a la hidrólisis por endo-dextranasas. Leuconostoc mesenteroides B-742
n produce otro dextrano que tiene un 7% de puntos de ramificación a(l—>4) en vez de los¡ frecuentes a( l—*3). Streptococcus rnutants 6715 elabora dos tipos distintos de glucansacarasas:
una de ellas es una dextransacarasa (a veces llamada glucosiltransferasa-soluble o GTF-S) que¡ sintetiza un dextrano soluble en agua con un 35% de ramas (la mayoria glucosas) unidas a la
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cadena principal mediante puntos de ramificación ct(I—>3). Este dextrano tiene la particularidad de
que el grado de ramificación supone que uno de cada dos residuos de glucosa de la cadena
principal contiene ramificación. Como consecuencia de esta distribución uniforme, adquiere forma
de peine bifurcado y alterno. Esta estructura también es resistente a la hidrólisis por endo-
dextranasas. La segunda enzima elaborada por Streptococcus mutans 6715 sintetiza un glucano
insoluble en agua que tiene una cadena principal con uniones c4l—*3) en lugar de las clásicas
ct(1—*6), y obviamente no es un dextrano. Es totalmente resistente a la acción de las endo-
dextranasas, se le denomina glucano-mutante, y a la enzima se le llama mutansacarasa (también a
veces llamada glicosiltransferasa insoluble o GTF-I). Por último, Leuconostoc mesenteroides B-
1355 también elabora dos glucansacarasas: la primera enzima síntetiza un dextrano muy similar en
estructura al de Leuconostoc mesenteroides B-512F. La segunda enzima, sin embargo, sintetiza un
glucano que presenta una vanación en las uniones de la cadena principal. Concretamente altema
consecutivamente uniones a(1—>3) con a(1—>6), y presenta un 11% de puntos de ramificación
ct(l—*3). Este polisacárido tampoco se puede considerar un dextrano. Se le llama alternante y a su
enzima alternansacarasa. Los alternantes también son totalmente resistentes a la hidrólisis por
endo-dextranasas.
o
Dextrano de Leuconostoc ,nescnteroidcs 8-5 1 2F
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Figura 1.15. Representación esquemática los principales tipos de glucano.
Residuo de Glucosa,Q Enlace c41—>6), —; Enlace o¿(l—>3> — Enlace
Dextrano ‘peine” de Leuconostoc ,nescnteroidcs B-742
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Tabla 1.5. Principales glucanos sintetizados por glucansacarasas (Robyt, 1995).
Especie
% de Unión
Cadena principal Puntos de ramificación
Leuconostoc mesen/cro/des 8-Sl 2F
ci4l—*6) a(1—>3) o41—*3) a(1—*2) a(1—*4)
95 5
Leuconostoc ,nesenteroides B-742 1 93 7
Leuconostoc ,nesenteroides B-742 11 50 50
Leuconostocnzesenteroides B-i299 1 66 1 27
Leuconostoc mesen/ero/des 8-1299 II 65 35
Leuconostocniesenteroides 8-13551 95 5
Leuconostocínesentero/des 8-135511 54 35 11
Leuconos/oc mesen/ero/des 8-i 191 94 2 4
Leuconostoc inesenteroides 8-1308 95 5
Sereptococcus sp. B-i526 83 17
5/reptococcus vir/dans B-135i 89 11
Sireptococcus niutaes 67i si 65 35
5/reptococcus nzutans 671511 4 96 2
Leuconos/oc mesen/ero/des 8-523 100
Leuconostoc mesen/ero/des 8-i 149 100
3.2 APLICACIONES DE LOS DEXTRANOS
El mercado de producción de dextrano es de unas 1000 toneladas por año (Monsan, 1990),¡
y el principal dextrano comercializado es el producido por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512F por ser no patógeno, altamente soluble y relativamente estable (Soetaert y cols., 1995). Es¡ probablemente el primer biopolímero obtenido a escala industrial por fermentación. En la síntesis
de este polisacárido no se requieren ATP o cofactores, ya que toda la energía para llevar a cabo la¡ reacción proviene de la unión que existe entre la fructosa y la glucosa antes de ser escindidas. Los
os se obtienen mediante fermentacion en un medio rico en sacarosa, producíendose la
ón inducida de la enzima al medio. El proceso finaliza cuando toda la sacarosa ha sido¡
consumida y el pH del medio alcanza valores próximos a 5.2 (Lazie y cols., 1991; Barker y
Ajongwen, 1991; DoIs y cols., 1997a; DoIs y cols., 1998a).
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Los dextranos se llevan produciendo por fermentación desde 1950, en forma de polímeros
de elevados pesos moleculares (106~107). Sin embargo, la industria necesita biopolímeros de menor
tamaño (40.000 o 70.000 Da), que se pueden obtener por hidrólisis ácida de los dextranos iniciales,
seguida de una precipitación con alcohol (Soetaert y cols., 1995).
En lo que respecta a sus aplicaciones, ciertas soluciones de dextrano pueden presentar
propiedades osmóticas semejantes a las del plasma sanguíneo, por lo que se emplean para
aumentar el volumen sanguíneo en caso de hemorragias (dextranos de peso molecular 70.000) y
para regular el torrente sanguíneo (dextrano de 40.000). El dextrano es igualmente útil en sus
formas derivadas: el dextrano-sulfato por sus cualidades anticoagulantes y el ferro-dextrano por
paliar las deficiencias anemícas. El DEAE-dextrano disminuye los niveles de colesterol en sangre.
Por último el dextrano es la base estructural de numerosas matrices de cromatografia, así como un
estabilizante de emulsiones fotográficas (Pennelí y Barker, 1992)
Existen numerosas evidencias que indican que la dieta de sacarosa es el principal agente
promotor de la caries dental. La extrema cariogenicidad de la sacarosa se debe a que actúa como
sustrato para la síntesis de un elevado número de polisacáridos bacterianos extracelulares, que
incluyen los dextranos y los levanos. Por lo tanto, la posibilidad de controlar la síntesis de tales
dextranos es un tema de gran interés. Se piensa que el dextrano puede actuar a tres niveles: i) los
dextranos promueven la caries ya que facilitan la colonización por parte de las bacterias
cariogénicas de la superficie dental (las bacterias lácticas ácidas -esencialmente Streptococcus
sanguis y Streptococcus mutants-); u) son componentes estructurales de la placa dental; iii) son
reserva de carbohidratos para las bacterias.
Todo ello ha estimulado la búsqueda de alternativas dirigidas a la disminución de la
presencia del dextrano, para lo cual, se hace uso de agentes clínicos que degraden el dextrano o
que prevengan su síntesis. Las dextranasas son enzimas que escinden las uniones cx(1—*6) en los
dextranos, y por lo tanto, si se añaden a la comida, actúan como agentes anticaries que rompen las
matrices de placas cariogénicas, o previenen la colonización de la superficie dental por parte de las
bacterias. De momento estos experimentos están en via de desarrollo, y se está trabajando in vitro
con placas dentales artificiales, así como con animales.
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¡ 3.3 PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS DE INTERES CON
DEXTRANSACARASAS
Los glucooligosacóridos
Los glucooligosacáridos (605) son azúcares de pequeña longitud, cuya síntesis es¡ catalizada por la dextransacarasa en presencia de los aceptores adecuados (Remaud y cols., 1991).
Dentro de los glucooligosacáridos destacan los producidos por la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides B-1299, que sintetiza oligosacáridos con uniones a(1—>2) mediante la reacción con¡ maltosa como aceptor (Dols y cols, 1997b). Los azúcares obtenidos son a-glucooligosacáridos
con un grado de polimerización de 3 a 10 y finalizados en un residuo maltosilo en el extremo¡ reductor. La cadena lineal esta formada por residuos glucosilo unidos mediante enlaces ct(1—>6) y
conteniendo al menos una unión c4l—>2) en el extremo no reductor, así como una o dos uniones¡ ct(1—>2) en los puntos de ramificación, dependiendo del grado de polimerización (Paul y cols.,
1992). Estos glucooligosacáridos son altamente resistentes a los enzimas glicolíticos digestivos, lo
cual genera una enorme variedad de aplicaciones en la industria alimentaria.
OH
Figura 1.16. Estructura de un glucooligosacárido (23-a-D-giucopiranosil panosa) producido por la¡ dextransacarasa de Leuconostoc rnesenteroides 8-1299. La unión ct(1—*2> del extremo no reductor le
confiere una gran resistencia frente a la acción hidrolítica de las glucoamilasas.
En alimentación humana, los glucooligosacáridos, al no ser absorbidos a través de las
I microvellosidades intestinales, alcanzarán el colon y podrán interaccionar con la microflorabacteriana intestinal. Afortunadamente estos contactos son muy selectivos. Los
glucool igosacáridos son especi ficamente metabolizados por la microflora bacteriana beneficiosa3 (Baidobacleriutiz, Bacteroides, Lactobacillus), favoreciendo el crecimiento de estos
microorganismos, sin presentar ningún tipo dc interacción con la microflora potencialmente
o’
H
2OH
H2OH
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patógena. Actualmente se esta estudiando la posibilidad de promover el crecimiento de las
bacterias beneficiosas del intestino de recién nacidos que tengan problemas digestivos (Valette y
cols., 1993).
Por otro lado, los glucooligosacáridos son no cariogénicos (no producen caries, porque las
enzimas salivares no reconocen la inusual unión c4l—>2)). Además, se consideran productos bajos
en calorías porque no son metabolizados (al ser resistentes al ataque de los enzimas digestivos de
humanos y animales); por lo que se pueden utilizar como alimentos dietéticos bajos en calorías
mezclados con fuertes endulcorantes como el aspartamo (Newsome, 1993; Quirasco y cols., 1995).
En alimentación animal este nuevo tipo de glucooligosacaridos tienen interesantes
aplicaciones, especialmente en Ecological Health Control Product (E.H.C.P.): en granjas de
animales (aves de corral, cerdos, y vacuno) es posible limitar el empleo sistemático de antibióticos
sencillamente mediante la adición de glucoligosacáridos como ingredientes de la dieta que
equilibren la microflora intestinal. La adición de estos azúcares en los piensos (aproximadamente
en una proporción del 1%) supone una significativa mejora en peso diario del animal y estado de
salud. Estos productos están evaluándose en varios paises (Monsan y Paul, 1995).
También se han desarrollado aplicaciones farmaceúticas (Lamothe y cols., 1991); así, estos
azúcares promueven el crecimiento de las bacterias lácticas beneficiosas de la piel, previniéndose
de esta forma el desarrollo de microorganismos perjudiciales que puedan inducir problemas
dérmicos (acné, irritaciones, etc.). En 1993 la multinacional Merck (concretamente Liphaderm,
una filial de Merck) lanzó dos lineas de dermocosméticos con glucooligosacáridos como
principios activos.
Actualmente los glucooligosacáridos se sintetizan a escala industrial (40 Tn/año) (Dols y
cols., 1998a). Dichas producciones están destinadas a aplicaciones nutricionales y
dermocosméticas, y se diseñan empleando reactores continuos de lecho fijo, empaquetados con
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-1299 inmovilizada en bolas de alginato cálcico
(Dols y cols., 1998b). Se consiguen conversiones de sacarosa del 100%. Los glucooligosacáridos
producidos pueden ser separados eficientemente de la fructosa residual mediante cromatografia
empleando resinas de intercambio iónico. El producto final puede ser presentado como un jarabe
concentrado o como un spray seco.
La leucrosa
Otro producto de interés que puede obtenerse con la dextransacarasa es la leucrosa (5-O-
(a-D-glucopiranosil)-j3-D-fructopiranosa), utilizando fructosa como aceptor (Bóker y cols., 1994).
Este disacárido tiene numerosas aplicaciones por ser no cariogénico (ya que las enzimas
de la boca humana no son capaces de romper uniones u(l—*5)). Por lo tanto, la leucrosa es
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I reabsorbida fácilmente y sin ningún tipo de incompatibilidad (aún si se consume diariamente), alser hidrolizada en glucosa y fructosa por las enzimas del intestino delgado, de la misma manera
que hacen con la sacarosa. (Soetaert y cols., 1995).¡ El proceso industrial de producción de leucrosa se basa en el empleo de reactores continuos
de lecho fijo con la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-5 12F inmovilizada en bolas¡ de alginato cálcico, obteniéndose conversiones del 90%. La leucrosa sintetizada se separa por
romatografia, se concentra y cristaliza (Reh y cols., 1996).
3.4 LA DEXTRANSACARASA DE Leuconostoc inesenteroides
NRRL B-512F
3.4.1 CARACTERISTICÁS GENERALES
Leuconostoc mesenteroides es una bacteria láctica heterofermentativa, Gram-positiva,u anaeróbica facultativa y cocoide (Kobayashi y Matsuda, 1986). Sin embargo, la principal
I particularidad de esta especie es que necesita sacarosa en el medio de cultivo para inducir laformación de la enzima, mientras que Streptococcus no requiere sacarosa para crear la enzima.
Así, las cepas de Leuconostoc se consideran inducidas para la formación de las dextransacarasas, y
I las de Streptococcus son constitutivas para la formación de dichas enzimas (Kim y Robyt, 1 995a;
DoIs y cols., 1998c).
Como resultado de la inducción con sacarosa, la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides contiene una gran cantidad de dextrano envolvente, que la permite aparecer de tres
I formas distintas simultáneamente:1) Asociación enzima-dextrano, en forma de complejo covalente estable dextranosil-¡ enzima (Robyt y cols., 1974).
2) Agregados intermoleculares: a partir de una forma enzimática monomérica, pueden ser
constituidas estructuras de tamaño superior, mediante la asociación con moléculas de dextrano, y¡ por unión con otras moléculas de enzima (Kobayashi y Matsuda, 1986).
3) Asociación célula-dextrano-enzima: ciertas actividades se detectan en la superficie de la
I bacteria. Se han descrito la existencia de receptores proteicos que fijan el dextrano a la superficiede las células. Esto explica el papel esencial que juega el dextrano en los fenómenos de
aglutinación y adherencia celular (Germaine y Schachtele, 1976).
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Figura 1.17. Diferentes complejos dextranosil-enzima. 1) Enzima asociada covalentemente con el
dextrano: 2) Agregados intermoleculares. 3) Interacción enzima-dextrano-célula (cohesión celular).
Con el objeto de conocer las características fisico-quimicas de la enzima, es necesano
eliminar la cubierta de dextrano que se encuentra estrechamente asociada a la proteína, y que
afecta a sus propiedades. Para ello se hace uso de un complejo sistema de purificación, que incluye
una previa incubación con la enzima dextranasa (Robyt y Walseth, 1979; Auriol, 1985; Miller y
cols., 1986; Fu y Robyt, 1990). Las soluciones finales obtenidas carecen de dextrano, pero son de
dificil manipulación, debido a los agregados multienzimáticos que se forman cuando se ha
eliminado el dextrano.
El tamaño de las moléculas de dextransacarasa, caracterizadas por electroforesis, varía
dependiendo del método de purificación seguido. En cualquier caso, parece que el tamaño
molecular elemental corresponde a una banda de 65.000 kDa, acompañada de otras de mayor
tamaño -cercanas a 200.000-. La formación de agregados, así como la presencia de productos de
degradación generados por la acción de proteasas, contaminan la preparación (Willemot, 1993).
La alternativa a la inducción con sacarosa es la obtención de cepas mutantes que sean
constitutivas para la formación de la enzima. Para ello se suelen suspender las células en
presencia de agentes como el metanosulfonato de etilo o la N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidiíia (Kim y Robyt, 1994a y 1994b; Mizutani y cols., 1994; Kim y Robyt, 1995b).
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Concretamente, Kitaoka y Robyt (1998) han conseguido un mutante constitutivo de Leuconostoc¡ mesenteroides B-512F, que se desarrolla en un medio nutritivo de glucosa, por lo que la enzima
que produce carece de dextranos, lo que facilita en gran medida su purificación.3 La dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-5 1 2F posee una secuencia de 1527
aminoácidos. El análisis de dicha secuencia revela una región, extendida desde el aminoácido 268¡ hasta el 1134, esencial para la actividad de síntesis de dextrano, e incluye además un sitio
característico para la hidrólisis de la sacarosa (Monchois y cols., 1998). Mediante modificación
química y mutagénesis dirigida se han identificado los aminoácidos esenciales en la actividad de la¡ dextransacarasa (AspSl 1, Asp5 13, Asp55l y la His66l), y estudios de predicciones estructurales
sugieren que, como en las a-amilasas, los dominios catalíticos de la dextransacarasa presentan la¡ estructura tonel (~/a)g (Funane y cols., 1993; Monchois y cols., 1997).
3.4.2 MECANISMO DE LA SINTESIS DE DEXTRÁNO
La reacción de la dextransacarasa pueden simplificarse mediante la siguiente fórmula:
nSacarosa —*(Glucosa)0.»,.~ + (n-m)Fructosa + mLeucrosa + wGlucosa
La reacción es esencialmente irreversible. El principal producto son dextranos ((Glucosa)~.»,.~) de
alto peso molecular (1x107 Da) y fructosa; los productos minoritarios son glucosa y leucrosa¡ (donde n»m ó w). La glucosa se produce mediante una reacción de aceptor con agua, y la
leucrosa se forma mediante la reacción de aceptor con la fructosa liberada en la reacción (Robyt,¡ 1995).
El mecanismo de síntesis de dextranos se basa en la formación de complejos covalentes
I glucosil o dextranosil-enzima a partir de sacarosa. Concretamente se trata de un mecanismo deinserción de dos sitios, que permite la transferencia de unidades glucosilo desde la sacarosa, al¡ extremo reductor de la cadena de dextrano en crecimiento. Al igual que ocurre con la COTasa, el
mecanismo de reacción sigue un modelo deping-pong bi bi (Funane y cols., 1993).
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Mecanismo de doble inserción
La dextransacarasa posee un centro activo con dos sitios de unión de sacarosa, y dos
lugares de polimerización de dextrano (Fig. 1.18.1 y 1.18.2). Estos últimos están ocupados por dos
nucleófilos, presumiblemente dos aniones carboxilato, que atacan a las dos moléculas de sacarosa
produciendo dos intermediarios covalentes glucosil-enzima, -mediante uniones tipo éster entre el
hidroxilo del carbono 1 de la glucosa y el grupo carboxilo del nucleófilo (Funane y cols., 1995)-,
liberándose fructosa como subproducto (Fig. 1.18.3).
A continuación, el hidroxilo del carbono 6 de uno de estos intermediarios glucosil-
enzima realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono 1 del intermediario glucosilo vecino, con
la formación de una unión glicosídica a(1—>6) y el consiguiente intermediario isomaltosil-
enzima (Fig. 1.18.4 y 1.18.5). El nucleófilo vecino quedará así libre para atacar a una nueva
molécula de sacarosa, dando lugar a otro intermediario glucosil-enzima. Seguidamente, el
hidroxilo del carbono 6 del recién formado intermediario glucosil-enzima atacará al carbono 1
del intermediario isomaltosil-enzima (Fig. 1.18.6 y 1.18.7), sintetizando una segunda unión
c4l—*6) y un intermediario isomaltotriosil-enzima (Tanriseven y Robyt, 1993). El proceso
continúa de este modo entre los dos sitios (Fig. 1.18.8), mediante la inserción de unidades de
glucosa entre la enzima y el extremo reductor de la cadena de dextrano en crecimiento (Robyt y
cols., 1974). En definitiva, este mecanismo supone que, la cadena de dextrano es transferida de un
sitio a otro del centro activo, a medida que se va polimerizando. La cadena, sin embargo, no se
mueve una gran distancia (ya que sólo uno o dos de los residuos glucosilo en el extremo reductor
de la cadena se desplazan unos pocos amstrongs para efectuar la transferencia).
Síntesis de ramas
Una cadena de dextrano actúa como aceptor atacando a un complejo dextranosil-enzima, y
liberándose una estructura final en la que el dextrano aceptor constituye la cadena principal y la
cadena de dextrano que se encontraba unida a la enzima será el punto de ramificación. Para ser
exactos, en el caso de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-5 12F el hidroxilo del
carbono 3 de un residuo interior de glucosa de un dextrano aceptor realiza un ataque nucleofilico
sobre el carbono 1 de un complejo dextranosil-enzima (Fig. I.18.8a) o sobre el carbono 1 de un
complejo glucosil-enzima (Hg. l.l8.8b). Por lo tanto se forma una unión o. (l—>3) por
desplazamiento del dextrano o de la glucosa del nucleófilo del centro activo de la enzima (Robyt y
Taniguchi , 1976).
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Reacción de aceptor
A principios de los años 50, Koepsell y sus colaboradores observaron que la introducción¡ de algunos azúcares en la mezcla de reacción de la dextransacarasa en presencia de sacarosa,
conducía a la síntesis de oligosacáridos a expensas de la producción de dextranos. De este modo,¡ los residuos de glucosa de la sacarosa eran transferidos por la dextransacarasa a los hidroxilos
libres de aquellos azúcares, que se denominaron aceptores (Paul y cols., 1986).
Se ha determinado que el centro activo de la dextransacarasa, además de los dos sitios¡
de unión de sacarosa, y los dos sitios de polimerización del dextrano, presenta un sitio de unión
de aceptor (Fig. 1.1 8.8c) el cual, para su correcto funcionamiento, es dependiente solamente de¡ uno de los dos sitios de unión de sacarosa (Robyt y Walseth, 1978).
Existen dos clases de aceptores, aquellos que sólo forman un único producto que
¡presenta un residuo de glucosa más que el aceptor inicial, y los que dan una serie homóloga de
oligosacáridos, en la que cada uno difiere del anterior en un residuo de glucosa (Remaud y¡ cols., 1992). En este último caso, el aceptor suele ser un monosacárido o un disacárido (O-
glucosa, celobiosa, maltosa, isomaltosa) formándose normalmente una serie de oligosacáridos
llamados productos de aceptor.¡
La presencia de aceptores de bajo peso molecular desplaza la reacción desde la síntesis de
dextranos hacia la formación de productos de aceptor. Cuando la D-glucosa, el metil a-D-¡ glucopiranósido, ía maltosa o la isomaltosa son los aceptores, la glucosa que procede de la
sacarosa es transferida al hidroxilo del carbono 6 del monosacárido, o al hidroxilo del carbono 6 de3 la glucosa no reductora del disacárido, dando una serie de isomaltodextrmnas con un grado de
polimerización de 2 a 10 residuos de glucopiranosa (Robyt, 1995).
Por ejemplo, el primer producto en la serie con isomaltosa es isomaltotriosa y el primer
— producto en la serie con maltosa es panosa (6’-a-D-glucopiranosil maltosa). Cuando la¡ concentración del primer producto de aceptor se hace suficientemente alta, éste puede actuar a
su vez como aceptor dando el siguiente homólogo en la serie. Los miembros ulteriores de la¡ serie de la maltosa tienen cadenas de maltodextrina que incrementan su grado de
polimerización sucesivamente. El porcentaje de cada olígosacárido en la mezcla de reacción
d sn nuye a medida que aumenta su grado de polimerización (Su y Robyt, 1993). Las¡ eficiencias relativas de las maltodextrinas (de maltosa a maltooctaosa) como aceptores disminuyen
de un 100% para maltosa a 6.2% para maltooctaosa. Es decir cuanto más grande es la cadena de
oligosacárido menor es su eficiencia como aceptor (Robyt, 1995).
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Se ha comprobado que el aceptor más efectivo para favorecer la disminución en
producción de dextrano es la maltosa. El resto de aceptores más importantes para
dextransacarasa, se recogen en la Tabla 1.6.
la
la
Tabla 1.6. Relación de aceptores más efectivos para la dextransacarasa. El rendimiento se evalua con
respecto a la maltosa (a la que se le atribuye el valor 100).
Aceptor Rendimiento como aceptor (%)
Maltosa 100
Isomaltosa
Nigeriosa
Metil-ct-D-glucopiranósido
D-glucosa
Turanosa
Lactosa
Celobiosa
D-fructosa
89
58
52
17
13
11
9
6.4
En resumen, la cadena de dextrano se libera del centro activo por reacción con distintos
aceptores. Cuando el aceptor es otra cadena de dextrano, se forman ramificaciones; si el aceptor es
un carbohidrato de bajo peso molecular, el dextrano se libera con el aceptor unido a su extremo
reductor (Fig. I.l8.Scl y l.18.8c2). Finalmente, una pequeña cantidad de glucosa se forma cuando
el agua actúa como aceptor (Fig. 1.18.3.1); esta reacción representa la hidrólisis de la sacarosa
(Robyt, 1996).
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3.5 INMOVILIZACION DE DEXTRANSACARASAS
La búsqueda de productos de aceptor sintetizados por la dextransacarasa requiere como3 paso ffindamental la inmovilización de la enzima, que permitirá una mayor estabilidad operacional
(mayor vida media de la enzima), una mayor productividad y una fácil recuperación del¡ biocatalizador. Sin embargo, todos los intentos de inmovilizar la dextransacarasa por métodos
clásicos han sido notablemente infructuosos. Cuando la enzima se inmoviliza por adsorción sobre¡ hidroxiapatito se conserva completamente su actividad catalítica, pero la enzima se separa del
soporte con facilidad (Parnaik y cols., 1983). Los intentos de inmovilización con glutaraldehído¡ sobre sílice porosa aminada con alquilamina no fueron positivos -el rendimiento de la
inmovilización fue inferior al 10%- (Kaboli y Reilly, 1980). Mediante adsorción hidrófobica a
matrices de fenoxiacetil-celulosa se inerementó la actividad de la enzima inmovilizada, pero no su¡ estabilidad (Chang y cols., 1981). Se han descrito altos rendimientos de inmovilización por
adsorción sobre Sephadex G-200; no obstante, la estabilidad de dichas preparaciones no se ha¡ estudiado (Kobs, 1991).
Uno de los métodos más desarrollados para la inmovilización de la dextransacarasa es la¡ unión covalente sobre sílice porosa silanizada y activada con glutaraldehído. Con este sistema se
obtienen aceptables rendimientos de actividad; sin embargo, existen problemas difusionales debido¡ al dextrano formado durante la reacción (que llega a obturar los poros). Quizás por ello no se han
descrito resultados de estabilidad de las preparaciones inmovilizadas en sílice y en soportes¡ ;elacionados (López y Monsan, 1980; Monsan y López, 198 la; Monsan y López, 198 ib; Monsan
cols., 1987).
Todas estas dificultades pueden ser superadas mediante la inmovilización de la
•dextransacarasa por atrapamiento en esferas de alginato cálcico. El polímero de alginato se
encuentra en la naturaleza formando parte de algas pardas (división Phaeophyta) aunque también¡ es producido por algunas bacterias como Azotobacter vine/ant/ii y varias especies de
Pseudomonas. El alginato que aparece en las algas pardas es el polímero más abundante de éstas y
¡a
lcanza cerca del 40% del peso seco del alga. Está localizado en la matriz intercelular como un gel
ue contiene sodio, calcio, magnesio, estroncio y bario, y su principal función es la de soporte,
actuando como un ‘esqueleto” que confiere flexibilidad y consistencia a la hoja del alga. Debido a¡ su capacidad para retener el agua, y a sus propiedades gelificantes y estabilizantes, el alginato es
ampliamente empleado en industria (Thu y cols., 1996).¡ En términos moleculares, el alginato es una familia de copolimeros binarios no ramificados
de uniones jB-D(l—*4) entre el ácido manurónico y el ácido gulurónico. La variación en la¡ composición y estructura secuencial depende del organismo del que proceda y de la hoja que se
aisle.
Introducción 47
OOc
—O
H
O
o—-oOc
OH
O O M M O
Figura 1.19. Estructura del polímero de alginato: G (ácido gulurónico), M (ácido manurónico)
El alginato ideal es aquél que posea alta estabilidad mecánica y química, propiedades
controlables de hinchamiento, un tamaño de poro definido así como un bajo contenido de
contaminantes inmunogénicos y sustancias toxicas.
La inmovilización en alginato es un método muy prometedor y versátil que permite
inmovilizar en un sólo paso y bajo condiciones muy suaves -por consiguiente compatibles con
la mayoría de las células (EI-Sayed y cols., 1990a; EI-Sayed y cols., 1990b, Roca y cols.,
1996)-. En lineas generales, la inmovilización con alginato se basa en un mezclado de células
con un polímero soluble en agua, y a continuación la gelificación del polímero mediante
agentes de entrecruzamiento como el calcio o estroncio. Goteando la mezcla alginato-célula en
la solución que contenga los cationes multivalentes, se forman instantáneamente esferas por
gelación ionotrópica, quedando las células atrapadas dentro de un polímero tridimensional
(Vogelsang y Ostgaard, 1996).
Como se ha descrito, la aplicación de este tipo de inmovilización esta restringida a células
completas o partes de éstas, y en principio no es válido para proteínas globulares (Hartmeier,
1984). De hecho, los intentos de atrapamiento de enzimas en esta matriz han sido numerosos:
(inulasa, glucosa oxidasa, o quimotripsina) y todos ellos con muy bajos rendimientos (Kierstan y
Bucke, 1977; Reischwithz y cols., 1995). Sin embargo la dextransacarasa puede ser inmovilizada
gracias a su única estructura supramolecular, que le confiere el dextrano que la envuelve, y que en
definitiva, impide que escape a través de los poros de la esfera. Con esta técnica de inmovilización
se consiguen unos rendimientos excelentes (cercanos al 90%) y unas vidas medias superiores a los
60 dias (Sucliholz y cols., 1991; Reischwithz y cols., 1995).
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OBJETIVOS
Las glicosiltransferasas son uno de los grupos enzimáticos de mayor interés actual,
debido a su aplicación inmediata en la síntesis de oligosacáridos nuevos (neosacáridos), con
alto valor añadido. La Memoria de Investigación que se presenta pretende contribuir al estudio
del binomio estructura-fijnción en dos glicosiltransferasas, la ciclodextrin glicosiltransferasa
(COTasa) y la dextransacarasa. Se trata de dos enzimas con notables diferencias (en cuanto al
sustrato de partida, especificidad de enlace, estabilidad, etc.) pero que comparten su actividad
catalítica en reacciones de transferencia utilizando aceptores. No obstante, se han seguido dos
lineas de trabajo distintas, aplicadas a cada uno de los sistemas enzimáticos.
El principal objetivo establecido en este trabajo con la CGTasa fue determinar que
factores rigen la selectividad de producción de a-, 1~- y y-ciclodextrina. Para ello se empleó
como herramienta la modificación química. Estos estudios se han realizado en colaboración con
los grupos de cristalografia de proteínas de la Universidad de Groningen (Profesores E. Dijkstra
y L. Dijkhuizen) y los de mutagénesis dirigida de la empresa Novo Nordisk (Profesores 5.
Pedersen y C. Andersen).
En primer lugar, se planteó la modificación de los residuos de Lys de la proteína
empleando dos reactivos diferentes (anhídridos acético y succínico) que dan lugar a cadenas
laterales con distintas propiedades de carga
Por otra parte, se consideró interesante la modificación de los residuos de Glu y Asp de
la CGTasa mediante la reacción promovida por una carbodiimida y utilizando distintos
nucleófilos (taurina, éster metílico de norleucina y éster etílico de glicina), que originan
especies con diferentes propiedades de carga e hidrofobicidad.
Tanto en la modificación de los grupos amino como en la de los grupos carboxilo, se
procedió a una caracterización de los productos de reacción. Otro de los objetivos de este
trabajo fue el intentar contribuir a la optimización de algunas metodologías de modificación
química, mediante la búsqueda de las mejores condiciones de reacción y caracterización de las
especies modificadas.
Respecto a la dextransacarasa, su enorme versatilidad en reacciones con aceptores la
convierten en una enzima idónea para la obtención de oligosacáridos de interés industrial Por
ello, se planteó el estudio de las reacciones de aceptor de esta enzima mediante la tecnología de
la inmovilización enzimática, que permite su estabilización y/o reutilización.
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El principal objetivo de esta parte de la investigación se centró, en definitiva, en
encontrar un método de inmovilización adecuado para las reacciones en presencia de aceptores.
Se ensayó la inmovilización covalente de la enzima, en sílice de diferentes diámetro de poro,
así como el atrapamiento en geles de alginato cálcico. Se utilizó tanto la enzima nativa,
recubierta por una capa de dextrano, como la preparación libre de éstos (obtenida por
tratamiento con dextranasas). Estos estudios se han desarrollado en colaboración con el grupo
de ingeniería de proteínas del Instituto Nacional de Ciencias Aplicadas de Toulouse (Profesores
P. Monsan, M. Remaud y R. M. Willemot). Una vez evaluadas las propiedades de las enzimas
inmovilizadas (estabilidad, actividad, resistencia a disolventes orgánicos), se estudió la reacción
de aceptor en presencia de maltosa (tanto de la enzima nativa como de la inmovilizada) con el
fin de conocer el flincionamiento de esta reacción y optimizar el proceso de producción, siendo
los objetivos destacados de este trabajo. Se establecieron las condiciones de reacción más
adecuadas para la síntesis de productos de aceptor.
III. MATERIALES Y METODOS
MATERIALES
METODOS
1. PUIRIFICACION DE LA CGTasa
1.1 PURIFICAClON CON LA MATRIZ AFFI-T
1.2 PURIFICACION CON LA MATRIZ DE AFINIDAD ct-CICLODEXTRINA/SEPHAROSA
1.2.1 ACTIVACION DEL GEL
1.2.2 PROTOCOLO DE PURIFICACION
2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa
2.1 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO
2.1.1 Determinación delgrado de mod4ficación
2.2 MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO
2.2.1 Determinación delgrado de modificación
2.3 MODIFICACION DE LA CISTEINA
3. MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATALíTICA DE LA COTasa
3.1 ENSAYOS DE ACTIViDAD INICIAL A TIEMPOS CORTOS
3.1.1 ACTIVIDAD DE CICLACION
3.1.2 ACTIVIDAD DE ACOPLAMIENTO
3.1.3 ACTIVIDAD DE TRANSFERENCIA
3.1.4 ACTIVIDAD DE IIIDROLISIS
3.2 ENSAYO DE ACTIVIDAD A TIEMPOS LARGOS
4. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD DE LA CGTasa EN FUNCION DEL PH
5. ESTUDIOS DE ACCESIBILIDAD DE LOS RESIDUOS DE LA CGTasa
6. ELIMINACION DEL DEXTRANO DE LA DEXTRANSACARASA
7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA DEXTRANSACARASA
8. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA
9. INMOVILIZACION COVALENTE DE LA DEXTRANSACARASA EN SíLICE POROSA
9.1 AMINACION DE LA SILICE
9.2 ACTIVACION DEL SOPORTE CON GLUTARALDEHIDO
9.3 iNMOVILIZACION DE LA ENZIMA
lo. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA POR ATRAPAMIENTO EN ALGINATO
CALCICO
II. REACCION DE ACEPTOR
12. TECN[CAS COMUNES A LOS DOS SISTEMAS ENZIMATICOS
¡2.! DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEíNA
12.2 ELECTROFORESIS
12.3 ISOELECTROENFOQUE
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MATERIALES
ENZIMAS Y PROTEíNAS
La CGTasa
de Novo Nordisk.
proporcionada por
Toulouse (INSA).
La amiloglucosidasa A 3514 (EC 3.2.1.3) y la seroalbumina bovina (BSA) procedían de
Sigma. La a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) de Boehringer Mannheim.
de Thermoanaerobacter sp. 501 fue suministrada por el Dr. Sven Pedersen
La dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRiRL B-5 12F fue
el Dr. Pierre Monsan del Institut National des Sciences Appliquées de
REACTIVOS, AGENTES MODIFICANTES Y PATRONES
La casa comercial Sigma suministró los siguientes productos:
Anhídrido acético, anhídrido succínico, 1 -etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodimida
(EDC), éster etílico de glicina, éster metílico de norleucina, taurina, disulfuro de 2,2’-dipiridilo,
ácido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), fenolftaleina, verde de bromocresol, ci- j3 y y-
ciclodextrina; malto-oligosacáridos (G 1 -G7), isomalto-oligosacáridos (02-G4), metil cz-D-
glucopiranósido, almidón de patata (soluble), hidroxilamina, 2-metil-2-butanol (alcohol tert-
amílico), cianoborohidruro sódico, borohidruro sódico y fluorescamína.
El resto de productos procedieron de las siguientes casas comerciales:
De Fluka: el ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), el ácido 2,4,6-trinitro-benceno sulfónico
(TNBS) ,el y-aminopropil trimetoxisilano y el glutaraldehído.
De Merck: la sacarosa, el dimetilsulfóxido (DM50) y la N,N-dimetilformamida (DMF).
De Boebringer Manheim el reactivo GOD-Perid-Clucosa MPR2 y el 4-nitrofenil-u-D-
maltoheptaósido-4,6-0-etilideno (EPS).
De Scharlau la acetona y la N, N-dimetilacetamida (DMA).
De Aldrich el naranja de metilo y el 1,4 butanodiol diglicidil éter (diglidicil éter).
De Bayer la acarbosa; de Avebe (Foxhol, Holanda) el Paselli SÁ2 (almidón de patata
parcialmente hidrolizado); de ICN la L-norleucina; de Kem-en-Tec la matriz de agarosa AFFI-
T (Copenhague, Dinamarca); de Biosepra las sílices porosas X200 y X030, y de Bioeurope el
alginato SG-300.
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La casa comercial Pharmacia suministró los kits de bajo y alto peso molecular para¡ electroforesis, así como el gel del Sepharosa 6 Fast Flow (6FF). El resto de los reactivos usados¡ en los experimentos de electroforesis, isoelectroenfoque y determinación de proteína
procedieron de Bio-Rad.
Todos los demás reactivos utilizados fueron de la máxima calidad disponible en el
mercado.
METODOS
1. PURIFICACIÓN DE LA CGTasa
En todos los métodos de purificación desarrollados, se utilizó un FPLC (fast protein
• liquid cromatography) de la casa Pharmacia (modelo LCC-500 CI) compuesto por los
• siguientes módulos: una unidad de control UV-1, acoplada a un sistema de bombas P-500, con¡ un detector UV-1 con filtro de 280 nm, y un colector FRAC-l00. El equipo estaba
automatizado, utilizándose para su control un ordenador en el que se implementó el software¡ FPLC Manager (Pharmacia). En el Anexo 1 se recogen los programas diseñados para cada
purificación.
Las muestras comerciales de COTasa contenían otras enzimas (proteasas, a-amilasas,¡ etc.) y numerosos pigmentos que contaminaban la preparación. Por lo tanto, se ensayaron varios
métodos de purificación para obtener COTasa con el máximo grado de pureza. Se compararon
dos metodologías distintas.
1.1 PURIFICACIÓN CON LA MATRIZ AFFI-T
Este método, desarrollado por la División de Procesos Enzimáticos de la empresa Novo¡ Nordisk, hace uso en una matriz de afinidad AFFI-T. Se trata de una agarosa tiofilica
especialmente diseñada para la purificación de inmunoglobulinas y otras proteínas o enzimas¡ (Porath y Belew, 1987; Hutchens y Porath, 1987). Tiene una capacidad de 10-50 mg
proteína/ml de matriz. El gel fue activado y empaquetado en una columna C16 de Pharmacia
(1.6 x 20 cm).
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El protocolo de purificación fue el siguiente:
1) Equilibrado de la columna: se lava la matriz 40 mm con agua (flujo de 0.5 mí/mm), y
a continuación con sulfato amónico 1.5 M (pH 7.0) durante 40 mm al mismo flujo.
2) Se añade sulfato amónico a la preparación de COlasa (hasta el 20% de saturación), y
se carga la muestra empleando una bomba peristáltica (modelo LKB de Pharmacia) a un flujo
de 0.5 mí/mm.
3) Se lava la matriz con la enzima ligada, con tampón sulfato amónico 1.5 M (pH 7.0)
durante 70 mm. Seguidamente se lava 50 mm con tampón borato 10 mM (pH 7.0) y por último
con una mezcla tampón borato 10 mM (pH 7.0) : isopropanol, 1/1 (y/y), durante 60 mm. En los
tres casos el flujo de trabajo es 1 mí/mm. La columna se regenera fácilmente mediante lavado
con agua destilada o con NaCí 0.1 M. La muestra de CGTasa purificada, se somete a diálisis
exhaustiva en tampón Tris 20 mM (pH 7).
1.2 PURIFICACION CON LA MATRIZ DE AFINIDAD a-
CICLODEXTRINA/SEPHAROSA
Este protocolo de purificación se basa en la afinidad que presenta la CGTasa hacia el
anillo de ciclodextrina (Penninga y cols., 1995; Wind y cols., 1995).
1.2.1 ACTIVACLON DEL GEL
En primer lugar se activa el gel de Sepharosa (Tipo 6, fast flow 6FF) en base al
procedimiento descrito por Sundberg y Porath (1974):
Se lava la Sepharosa con agua destilada. A continuación se secan 50 g de Sepharosa y se
le añaden 25 ml de diglidicil éter, 75 ml de NaOH 0.45 N y 150 mg de NaBH3• La mezcla se
incuba a 25
0C durante 10 h en un baño con agitación orbital, tras lo cual se filtra en una
membrana de 0.45 gm. Se disuelven 20 g de cx-ciclodextrina en 200 ml de NaOH 0.1 N y se
añaden sobre la Sepharosa epoxi-activada seca. Se homogeneiza la solución y se mantiene con
agitación orbital a 450C durante 20 h. Se lava el gel con tampón bicarbonato 0.1 M (pH 8.0),
posteriormente con tampón acetato 0.1 M (pH 4.0) y finalmente con agua destilada.
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Para bloquear los grupos epóxido que no han reaccionado, se añaden 100 ml de¡ etanolamina 1 M al material seco, y se incuba con agitación lenta durante 3 h a 450C. Por
último, se lava con tampón acetato 0.1 M (pH 4.0) en NaCí 0.5 M; tampón borato 0.1 M (pH
I 8.0) en NaCí 0.5 M; agua destilada, y finalmente con tampón acetato 10 mM (pH 5.5). La
capacidad final de la matriz de afinidad es de 3.5 mg CGTasa/ml de gel.
1.2.2 PROTOCOLO DE PURIFICACION
1) Se carga la solución enzimática en una columna (1.6 x 20 cm) -empaquetada con el
gel de afinidad- a un flujo de 2.5 mí/mm.¡ 2) Se lava la columna con 200-300 ml de tampón acetato 10 mM (pH 5.5).
3) La CGTasa se extrae mediante elución -en sentido inverso a la aplicación de la
I muestra enzimática- con 100 ml de tampón acetato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 1% de a-
ciclodextrina. El flujo de trabajo es de 2.5 mí/mm.¡ c 4) La COTasa purificada puede guardarse en estas condiciones (en presencia de a-
iclodextrina) durante largos períodos de tiempo a —200C.
5) La columna puede ser regenerada lavando con 100 ml de tampón acetato 10 mM (pHu
5.5) conteniendo NaCí 3 M y 2% de ~-ciclodextrina, y posteriormente con 200 mi de tampón
acetato 10 mM (pH 5.5).
2. MODIFICACIÓN QUÍMICA DE LA CGTasa
Todos los protocolos de modificacion química que se describen en este apartado se
I ensayaron previamente con una proteína patrón, la seroalbúmina bovina (BSA), a fin de
obtener las condiciones óptimas de modificación. Para mantener el pH constante durante las¡ reacciones de modificación de grupos amino (apartado 2.1) y de grupos carboxilo (apartado
2.2) se empleó un pH-stato de Radiometer con autobureta ABU-80 y titulador ITT-SO.
2.1 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO
Para la modificación de los grupos amino de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501,
se estudiaron dos reactivos diferentes: el anhídrido acético (produce un cambio de carga del grupo3 modificado de positiva a neutra) y el anhídrido succínico (en este caso, la carga positiva es
reemplazada por un grupo carboxilato cargado negativamente).
R El protocolo de acetilación que se utilizó se basa en el método tradicional descrito poriordan y Vahee (1967a) on lgu as modificaciones (Alcalde y cois., 1999):
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Se preparan 11 ml de disolución de COTasa pur~cada (0.265 mg/mí, 3.5 ,uW en tampón
fosfato 10 mM (pH 8.0). Se añade anhídrido acético o anhídrido succínico (este último disuelto en
acetona seca) en porciones (hasta completar 52.4 pinoles). Se emplea una relación molar20:1 de
reactivo con respecto al total de residuos de Lys y Tyr de la proteína. La reacción se mantiene con
agitación a 40Cy pH &0 mediante el uso de un pH-stato con NaOH a2 N Las adiciones de las
distintasporciones de anhídrido se efectúan cuando cesa el consumo de sosa. El tiempo total de la
reacción es aproximadamente 1 h. La mezcla de reacción se dializa en tampónfosfato 10 mM(pH
7.0) a 4”C para eliminar las sales y el exceso de agente acilante. Las 0-acetiltirosinas se
hidrolizan por incubación con hidroxilamina 02 M <‘pH 7.0) durante 5 Ii a 25%?. La desacilación
va acompañada de un incremento de la absorbancia a 278 nm (8278 = 1160 M’cm ~‘)(Riordany
Vallee, 196719. Finalmente, la muestra se vuelve a dializar en tampón fosfato 10 mM (pH 7.0) a
4%?. Se prepara un control paralelo de CGTasa pura y se la somete al mismo protocolo> en
ausencia de anhídrido acético o succinico.
2.1.1 Determinación delgrado de modificacion.
Se utilizaron dos métodos diferentes:
Método del ácido 2,4,6-trinitrobencenosulfónico (TNBS) (Rabeeb, 1966). Se determinó
el número de grupos amino en la proteína (antes y después de la modificación) por reacción con el
INES. La reacción se siguió espectrofotométricamente a 340 nm, utilizando un coeficiente de
extinción molar para los grupos TNB-amino de 8340= 9950 M4 cm1.
Método de la fluorescamina (Stocks y cols., 1986). La fluorescamina es un reactivo no
fluorescente que reacciona rápidamente con los grupos amino primarios en aminoácidos, péptidos
y proteínas formando compuestos altamente fluorescentes. Se midió la intensidad de la emisión de
fluorescencia a 475 nm tras la excitación a 390 nm utilizando un espectrofluorímetro Perkin Elmer
LS5OE. El porcentaje de sustitución se estimó a partir del cociente de las pendientes de las gráficas
que representan emisión de fluorescamina vs concentración de proteína:
Emisión / tg proteína modificada
Grado de sustitución (%) = x loo
Emisión / p.g proteína nativa
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2.2 MODIFICACIÓN DE LOS GRUPOS CARBOXILO
Los grupos carboxilo de las proteínas pueden ser transformados en amidas mediante una
¡r
eacción en dos pasos con carbodiimida soluble en agua y una amina nucleófila (Means y
eeney, 1971; Carraway y Koshland, 1972; Lundblad, 1991).
• Las propiedades químicas, de carga y tamaño del nucleófilo empleado en la reacción
• pueden variar considerablemente el resultado final de la modificación. Se utilizaron tres
nucleófiios diferentes: taurina, éster metílico de norleucina y éster etílico de glicina.
O /3
NH2—CH2—CH2—503 NH2—CH—C~ NH2~CH2~C\
OCH3 OCH2CH3
(CH2)3
CH3
Taurina Ester metílico de norleucina Ester etílico de glicina
Figura 111.1. Estructura de los nucleáfilos empleados en la modificación de la CGTasa.
¡ La reacción se desarrolló en presencia de l-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodimida
(EDC) siguiendo el protocolo descrito por Hoare y Koshland (1967) con diversas
modificaciones.
Se incuban 5 ml de CGTasa pura «~5 mg/mí, 66 ¡M) en tampón MES 10 mM (pH 4.75)¡ conteniendo KCI 10 mM, a 25%? con agitación magnética. Se añade el nucleofilo¡ co espondiente (sólido) hasta una concentración de 198 mM La relación molar
nucleójilo/grupos carboxilo es de 500:1. Seguidamente se añade acarbosa hasta una
concentración 1.32 mM (para proteger los grupos carboxilo del centro activo,>. La relación molar¡ acarbosa/proteina es de 200:1. Se ajusta elpH de la solución a 4.75 con HCI 0.2 Al. Por último, se
adiciona EDC (sólido) hasta una concentración 19.8 mM, comenzando la reacción. La relación¡ molar EDC/grupo carboxilo es de 50:1. La reacción se mantiene apH4. 75 mediante el uso de un
pH-estato con NaOH 0.2 N. El tiempo total de la reacción fue aproximadamente 3 h. La mezcla¡ de cacción se incuba en presencia de hidroxilamina 0.5 M <‘pH 70) durante 5 h a 25%?. De esta
orma se regeneran las tirosinas que hayan reaccionado, y se degrada el EDC remanente.
Finalmente, la muestra se dializa en tampón/os/ato JO mM <‘pH 7.0) a 4%?. Se prepara un control¡ paralelo de CGTasa pura y se la somete al mismo protocolo, en ausencia de EDC.
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Para comprobar que la diálisis ehiminó el nucleófilo que no había reaccionado, se realizó
una cromatografia en capa fina de las muestras, utilizando placas de TLC de gel de sílice 60
F254 de la casa Merck. El sistema de elución estaba formado una mezcla acetato de
etilo/metanol/H20 (2:1:1). El revelado de las placas se llevó a cabo por calentamiento a 100
0C
tras inmersión de las mismas en una disolución de ninhidrina al 0.5% en etanol/acético 85:15.
2.2.1 Determinación del grado de mod«icación.
Para la cuantificación del grado de modificación de los grupos carboxilo se empleó la
técnica de análisis de aminoácidos, en colaboración con la Prof Cristina Carreño de la
Universidad de Barcelona. El protocolo seguido fue el siguiente:
500 pl de cada muestra (1-5 nmoles) se liofilizan en un tubo de hidrólisis. Se añaden
200 ¡d de HCl 6 N (conteniendo 1~o de fenol) y se hidrolizan a 155%? durante 60 mm en un
tubo cerrado. La muestra se evapora a sequedad y el residuo se disuelve en 300 pl de tampón
citrato 1OmM (pH 2.0). Se inyectan en el analizador 50 pl de cada muestra. La calibración del
analizador (STD 131098) se realiza inyectando una muestra patrón comercial (Beckman)
compuesta por 5 nmoles/50 pl de cada aminoácido. Los nucleófilos utilizados en la
mod¿/icación (taurina, éster metílico de norleucina y éster etílico de glicina) se sometieron a
las mismas condiciones de hidrólisis ácida para determinar su respuesta en el analizador
Si el nucleófilo empleado es el éster etílico de glicina, la diferencia entre el número de
residuos de glicina en la proteína modificada respecto a los residuos de glicina en la nativa
corresponde al grado de modificación. Cuando el nucleófilo utilizado fue taurina o el éster
metílico de norleucina, el grado de sustitución se cuantificó por la aparición de un pico de
taurina o norleucina respectivamente.
2.3 MODIFICACION DE LA CISTEINA
Para la modificación de la única Cys de la COTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 se
escogieron dos reactivos diferentes.
Disulfuro de 2,2 ‘-dipiridilo. Se empleó el método espectrofotométrico de Brocklehurst y Little
(1973), analizando la formación de piridina-2-tiona a 343 nm, con 8343 = 8080 x í03 Mí en)
(Stuchbury y cols., 1975).
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El protocolo fue el siguiente:
Sobre 0.8 ml de CGTasa (0.5 mg/mí) en tampón fosfato 10 mM (pH 7) se adicionan 0.2¡ ml de una solución 1.65 mM de disulfuro de 2,2 ‘-dipiridilo. Se analiza la variación de la
absorbancia a 343 nm durante 30 mm.
H
N
5 N
Proteína—SH +
N
- Proteína~~¾ N
Figura 111.2. Esquema de la reacción con disulfuro de 2,2’-dipiridilo.
¡ Acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB). El DTNB reacciona con los grupos
de las proteínas, liberándose el ácido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (84i0 = 13600
(Means y Feeney, 1971). Se siguió el siguiente protocolo:
¡pl Sobre 0.8 mIde CCTasa (0.5 mg/mí) en tampón fosfato 10 mM (pH 8), se adicionan 80
de una solución 10 mMde DTNB. Se analizó la variación de absorbancia durante 8 h a 410¡ Se ensayó el mismo protocolo con CGTasa en condiciones desnaturalizantes (SDS 2oo +
sulfhidrilo
M cmí)
02C
I Proteina—SH + op
NQ
5
5
Proteína
ccg
5 NO2
Figura 111.3. Esquema de la modificación con DTNB.
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3. MEDIDAS DE ACTIVIDAD CATALíTICA DE LA CGTasa
3.1 ENSAYOS DE ACTIVIDAD INICIAL A TIEMPOS CORTOS
Las diferentes actividades de la CGTasa fueron medidas por incubación de la enzima
durante 5 mm a 850C con agitación magnética, en la correspondiente solución de sustrato en
tampón citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo CaCI
2 0.15 mM (“tampón de trabajo”). A
intervalos de 1 mm (desde O hasta 5 mm) se extrajeron alícuotas y se añadieron a los
correspondientes reactivos. Todas las medidas colorimétricas se realizaron en un
espectrofotómetro Kontron 930 equipado con agitación magnética y termostatizado.
3.1.1 ACTIVIDAD DE CICLACIÓN
En todos los ensayos de formación de ciciodextrinas se utiliza como sustrato Paselli
5A2 (almidón de patata parcialmente hidrolizado, con un grado de polimerización de 50). Se
prepara una solución de Paselli al 10% en tampón de trabajo. Se disuelve mediante
calentamiento y agitación vigorosa. La solución es estable durante 2-3 h a 40-50
0C.
Cada vez que se prepara una nueva disolución de Paselli, es necesario realizar una nueva
curva de calibrado. En estos ensayos es conveniente trabajar en un intervalo determinado de
unidades enzimáticas. Para ello, se realizó el ensayo de actividad con distintas diluciones
enzimáticas, hasta obtener un valor adecuado de U/ml dentro del rango de la Tabla 111.1. Una
unidad de actividad ciclación se define como la cantidad de enzima que produce 1 ~.tmolde a-,
¡3-, o y-ciclodextrina (según el ensayo realizado) por minuto, en las condiciones de reacción.
CICLACION 0~
Figura 111.4. Reacción de ciclación (transte enc a n amo ecu a C cu os negros res duos de
glucosa; circulo rayado extremo reductor.
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La determinación de las actividades de formación de ci-, ¡3-, y y-ciclodextrina se basa en¡ la afinidad de cada una de las ciclodextrinas hacia determinados reactivos:
-Ciclación a a-ciclodextrina: la ct-ciclodextrina puede encapsular el naranja de metilo¡ produciendo una disminución del color de éste (Hiral y cols., 1981).
-Ciclación a /3-ciclodextrina: la fenolfialeina, a valores de pH básicos, es de color¡ púrpura. La ¡3-ciclodextrina forma complejos de inclusión con este reactivo, produciéndose una
disminución cuantificable del color (Peninga y cols., 1995).
Ciclación a r-ciclodafrmna: el verde de bromocresol puede ser encapsulado por la y-
• ciclodextrina, intensificándose el color de este reactivo (Kato y Horikoshi, 1984).
Concretamente, los protocolos experimentales para cada una de las actividades frieron
los siguientes:
Ciclación a a-ciclodextrina: la mezcla de reacción (Tabla hL 1) -sin la CGTasa- se
incuba durante 10 mm a 85%?. La reacción comienza tras la adición de la CGTasc¿ A
— intervalos de 1 mm, se hacen extracciones de 840 ply se añaden a mícrocubetas que contienen¡ 60 pl HCI 1.5 M (parando de este modo la reacción). Inmediatamente después se mide la
absorbancia (de las alicuotas de reacción y de la curva de calibrado) a 490 nm, que
corresponden al máximo de absorción del naranja de metilo apH 1.5.
Ciclación a 13-ciclodextrina: la mezcla de reacción (Tabla hL 1) -sin la CGTasa- se¡ incuba durante 10 mm a 85%?. La reacción comienza tras la adición de la COTasa. A
intervalos de 1 mm, se hacen extracciones de 100 y/y se añaden a microcubetas que contienen¡ 900 ,ul de disolución defenolftaleina. Inmediatamente después se mide la absorbancia (de las
alicuotas de reacción y de la curva de calibrado) a 552 nin, que corresponde al máximo de
absorción de lafenolfialeina a pH 9.6
Cje/ación a r-ciclodextrina: la mezcla de reacción (Tabla III.1) -sin la COTasa- seE incuba durante 10 mm a 850C. La reacción comienza tras la adición de la CGTasa A
os de 1 mm, se hacen extracciones de 100 y/y se añaden a microcubetas que contienen¡ 900 pi de disolución de verde de bromocresol. Inmediatamente después se mide la absorbancia
¡licuotas de reaccióny de la curva de calibrado) a 630 nm, que corresponde al máximo¡ de absorción del verde de bromocresol apH 4.2.
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La preparación de las curvas de calibrado y las composiciones de las mezclas de
reacción se recogen en la siguiente tabla:
Tabla 111.1. CuNas de calibrado y mezclas de reacción empleadas para medir las tres actividades de
ciclación de la CGTasa.
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
ACTIVIDAD
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Ciclación a a
a-ciclodextrina 0.37 mM
en tampón de trabajo 0-6 16 jil
100-500 pl
COTasa (Concentración final:0.03 U/mí)
Tampón de trabajo 6 16-0 A Disolución de 1620 plPaselíl alíO % (Concentración final: 2%)
Disolución de naranja de
metilo a
56 A
Disolución de
naranja
de metilo a
540 pl
(Concentración final:
33 mM)
HCI l.5N 60pl
Tampón de trabajo Completar hasta 8100 plDisolución de Paselli al
10%
168 pI
0-50j3-ciclodextrina 2 mM en
tampón de trabajo
Tampón de trabajo 50-0 pl
Ciclación a /3 Disolución de
fenolftaleina b 900 ~t
Disolución de Paselli al 50 pI
10%
0-50 pl
CGTasa d (Concentración final:
0.1-0.2 U/mí)
Disolución de 500 pl
Paselli al 10% (Concentración final: 5%)
Tampón de trabajo Completar hasta 1 ml
0-50 Ay-ciclodextrina 2 mM
en tampón de trabajo
Tampón de trabajo 50-0 pl
Ciclación a 7 Disolución de verde de
900 pl
bromocresol C
Disolución de Paselli al 50 pI
10%
0-50 pl
CGTasa d (Concentración final:
0.3-0.4 U/mí)
Disolución de 500 pl
Paselli al 10% (Concentración final: 5%)
Tampón de trabajo Completar hasta 1 ml
a Disolución de naranja de metilo 0.5 M en tampón de trabajo.
Disolución de fenolftaleina: 1.5 ml de una disolución stock de
mezclan con 100 mIde tampón Na2COss 0.2 Nl (pH 9.6>.
O Disolución de verde de bromocresol: 2 ml de una disolución
etanol al 20%, se mezclan con 80 ml de tampón citrato 0.2 M <PH 4.2).
d En tampón de trabajo.
fenolftaieina 3.75 mM en 100 mIde etanol 100%, se
stoci< de verde de bromocresol 5 mM en 100 ml de
60
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3.1.2 ACTIVIDAD DE ACOPLAMIENTO
Para determinar la actividad de acoplamiento, se utilizó un protocolo basado en el¡ empleo de a- o ¡3-ciclodextrina como donador y metil ct-D-glucopiranósido como aceptor. La
actividad acoplamiento de y-ciclodextrina no puede ser cuantificada por este método porque la
‘y-ciclodextrina interfiere en el análisis.
ACOPLAMIENTO
+
Figura 111.5. Esquema general de la reacción de acoplamiento (transferencia intermolecular). Circulos
negros y blancos, residuos de glucosa; circulo rayado, extremo reductor.
¡ Acoplamiento de /3-ciclodextrina en esta reacción, se forma un oligosacárido lineal
(con 7 residuos de glucopíranosa, procedentes de la ¡3-cíclodextnna y finalizado en un residuo
I adicional de metil cz-D-glucopiranósido). Este azúcar puede ser hidrolizado en unidades deglucopiranosa gracias a la acción de una amiloglucosidasa (Fig. 111.6). Es conveniente trabajar
¡e
n un intervalo de concentración enzimática de 0.006-0.014 U/ml de actividad acoplamiento de
-ciclodextrina. La cantidad de glucosa producida se detecta con el reactivo de GOD-Perid-
glucosa (Boehringer). El protocolo seguido fue el siguiente:
La mezcla de reacción (Tabla 11L2) -exceptuando la CCTasa- se incuba durante 10 mm¡ a 85%?. La reacción comienza tras la adición de la CGTasa. A intervalos de 1 mm, se hacen
extracciones de 100 pl y se añaden a 20 pl de HCI 1.2 N a 4%?. Las muestras acid¿ficadas se
I incuban durante 10 mm a 60%?. Seguidamente, se enfrían en hielo y se neutralizan con 20 pl deNaOH 1.2 Al. Los oligosacáridos lineares formados se convierten en glucosa mediante la¡ adición de 60 ,L/l (1 unidad) de amiloglucosidasa diluida en tampón acetato 170 mM (pH 4.5).
continuación las muestras se incuban en hielo durante 30 mm. Posteriormente, se añade 1 ml
• tivo de GOD-Perid-glucosa a las muestras y a los puntos de la curva de calibrado
¡<‘Tabla III.2). Se incuban 1 h a temperatura ambiente adquiriendo una tonalidad verde. Se mide
U la absorbancia a 737 nm. Una unidad de actividad /1-acoplamiento es la cantidad de enzimaque cataliza la desaparición de 1 pinol de /.Lciclodextrina por minuto en las condiciones
descritas.
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Figura 111.6. Protocolo de la reacción de acoplamiento. Los azúcares reductores liberados por
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la acción de la amiloglucosidasa, son fácilmente cuantificables colorimétricamente.
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Acoplamiento de a-ciclodextrina: el protocolo es exactamente el mismo que para la
detección de la actividad de acoplamiento de ¡3-ciciodextrina. La única diferencia es que se
emplea como sustrato en la mezcla de reacción u-ciclodextrina.
Tabla 111.2. Curvas de calibrado y mezclas de reacción empleadas para medir las actividades de
acoplamiento de la CGTasa.
ACTIVIDAD
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Acoplamiento
Disolución de glucosa
0.5 mM en tampon
de trabajo
0-200 pi CGTasa en tampon de
trabajo
0-50 pl
(Concentración final:
0.006-0.0 14 U/mIlTampón de trabajo 200-O pi
Disolución de
GOD-Perid-Glucosa
1000 pl
Disolución de
o.- o 13-ciclodextrina a
según ensayo.
250 pl
Disolución de metil a
D-glucopiranósido b 250 ¡sí
Tampón de trabajo Completar hasta 1 mi
Disolución de a-o p-ciclodextrina 10 mM en tampón de trabajo.
Disolución de metil a-D-glucopiranósido 400 mM en tampón de trabajo.
Concentración en unidades de acoplamiento de ~-ciclodextrina.
3.1.3 ACTIVIDAD DE TRANSFERENCIA
Para detectar esta actividad es necesario emplear dos azúcares lineares, uno de ellos
actuará como donador y cl otro como aceptor.
Donador
Aceptor
1 TRANSFERENCIA ~1
Figura 111.7. Reacción dé transférencia (intermolecular). Circuros negros y blancos, residuos de¡ glúco~a; c(rculos rayadós extrérilos réductores.
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En este ensayo se usa maltosa como aceptor y el p-nitrofenil-ct-D-maltoheptaósido-4-6-
0-etilideno (EPS) corno donador. Este sustrato está bloqueado en su extremo no reductor,
eliminando la posibilidad de que actúe como aceptor. Además, contiene un grupo p-nitrofenilo
en el extremo reductor que permite cuantificar la reacción (Nakamura y cois., 1994a).
O >10 10 [lO 141] HO 110
O O 0 11
OH Y o’’ oíl Oil cii oíl oíí / \
o o NO2
15>4 OIl Oíl Oil Oíl OF> Oil _______
Figura 111.8. Estructura del EPS.
CGTasa
Et-G7-~pNP + G2 Et-G6 + G3-pNP
Amiloglucosidasa
G3-pNP pNPOH + 3G1
Figura 111.9. La COTasa cataliza la ruptura del EPS (Et-G7-pNP), liberando un fragmento de tres
residuos de glucosa finalizados en un grupo p-nitrofenilo (03-pNP>. El intermediario covalente enzima-
maltotetraósido-4-6-O-etilideno reacciona con la maltosa (02) -aceptor- produciendo maltohexaósido-4-
6-0-etilideno (Ef-O6). La reacción se cuantifica gracias a la acción de una amiloglucosidasa, que ataca
por el extremo no reductor al fragmento de maltotriosa (G3-NP>, desprendiendo finalmente p-nitrofenol
(pNPOH).
Se empleó cl siguiente protocolo:
La mezcla de reacción (Tabla 1113,) -sin CGTasa- se incuba durante 10 mm a 85%?. La
reacción comienza tras la adición de la COTasa. A intervalos de 1 mm, se hacen extracciones
de /00 ¡uy se añaden a 20 A
1 de HCl 1.2N a 4%?. A continuación, las muestras acid~/¿ cadas se
incuban durante 10 miii a 60%?. Seguidamente, se enfrían en hielo y se neutralizan con 20 A1 de
NaOll 1.2 Al. La liberación de/grupo p-nitroJénilo se produce mediante la adición de 60 pl (1
unidad,) de 2-glucosidasa diluida en tampón fobiáto pot4sico 0.8 M <‘pH 7:0). Las muestras se
incuban 1 h a 37%?. Posteriormente, se adiciona 7 ml .Na
2CO3 1 M para ajustar el pH por
encima dc 10. Se mide la absorbancia a 40/ nm. (S401 /8400 Al %nt’).
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Una unidad de actividad transferencia es la cantidad de enzima que cataliza la aparición
de 1 ~trnoldep-nitrofenol por minuto en las condiciones descritas.
Tabla 111.3. Composición de la mezcla de reacción empleada en el ensayo de actividad de
transferencia.
ACTIVIDAD
MEZCLA DE REACCION
Reactivos Volumen
Transferencia
CGTasa en tampón de trabajo
0-50 pl
(Concentración final:
0.1-0.2 U/ml)’
Disolucion de Maltosa 50 mM
en tampón de trabajo 200 pl
Disolución de EPS 30 mM
en tampón de trabajo loo pl
Tampón de trabajo Completar hasta 1 ml
a Concentración enzimática determinada mediante el ensayo de actividad de ciclación a 13-ciclodextrina.
3.1.4 ACTIVIDAD DE HIDROLISIS
La actividad hidrolítica supone un aumento del número de centros reductores:
HIDRÓLISIS
¡ Figura 111.10. Reacción de hidrólisis (el agua actúa como aceptor). Círculos negros,
glucosa; circul9s rayadas,. extremos reductores.
É~té incremento puede. ser determinado mediante el método del
residuos de
ácido 3,5=...
dinitrosalicilico (DNS) (l3einfcld, 1955). Se trata dc un compuesto dc color amarillo-naranja,
que en medio álcalino se transforma en diaminosalicílico (DAS), de color rojo, gracias a la
acción de azúcarCs reductores.
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Figura 111.11. Conversión del ácido 3,5-dinitrosalicilico en 3,5-diaminosalicilico.
El protocolo seguido fue el siguiente:
La mezcla de reacción (Tabla 1114,) -sin CGTasa- se incuba durante 10 mm a 85%?. La
reacción comienza tras la adición de la CGTasa. A intervalos de 1 miii, se hacen extracciones
de 100 pí y se añaden a 100 pl de disolución de DAlS en hielo. Los tubos de ¡nuestra y de curva
de calibrado se incuban a 90%? durante 5 mm. A continuación se enfrían, se mezclan con 1 ¡nl
de agua destilada y se mantienen en hielo durante 15 mm. Finalizado este período, se mide la
absorbancia a 500 nm.
Una unidad de actividad hidrólisis es la cantidad de enzima que produce 1 ytmol de
azúcar reductor por minuto en las condiciones descritas.
Tabla 111.4. Curva de calibrado y mezcla de reacción empleadas para medir las actividad de hidrólisis
de la OSTasa.
ACTIVIDAD
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Hidrólisis
Disolución de maltosa 3 mM
en tampón de trabajo 0-loo i.il CGTasa en tampón
de trabajo
0 50 pl(Concentración final:
0.2 U/mí)
Tampón de trabajo lOO-O pi
Disolución de DNS 100 sí
Dísolucron de
Aimidónb
500 pi
(Concentración final: 1%)
Tampón de trabajo Completar hasta 1 ml
a Disolución de DNS: 10 g de DNS, 300 g detartrato desodio y potasio (sal de Rochelle), 16 g de NaOH y agua
destilada hasta completar un volumen de 1000 ml.
Di~oloc~ón de almidón de patata al 2% en tárnpón dé trabajo. Se disuelve medi¿nte calentamiento y agitación
vigorosa. La disolución es establedurente2-3 ha 40~50oC
‘kConcentración.enz¡mática determinada medi~nte.el ensayo ~e actividad de ciclación a (3-cíclodextrina
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3.2 ENSAYO DE ACTIVIDAD A TIEMPOS LARGOS
La sintesis de ciclodextrinas y oligosacáridos también se estudió bajo condiciones de¡ producción industrial (25% de almidón>. Para analizar los productos de esta reacción se utilizó
cromatografia liquida de alta presión (HPLC). En concreto se empleó una bomba de gradiente¡ Varian 9012 acoplada a un refractómetro Varian 9040 con control automatizado, utilizando el
software Varian Star 4.0. El análisis se realizó con dos columnas en serie Aminex-HPX 42A¡ (0.78 x 30 cm, 25 ~m, Bio-Rad) precedidas por una precolumna (con dos cartuchos de 0.46 x 3
cm, Bio-Rad). Como fase móvil se utilizó agua desionizada y desgasificada a un flujo 0.7
La temperatura de la columna se mantuvo constante a 850C con un horno (Timberlmne¡
Instrument). Como patrones se utilizaron los maltooligosacáridos GI-07 así como las a-, 3- y
y-c icí odextrinas.
Protocolo de actividad a tiempos largos:
Se incuban 7.0 pg de COTasa a 85’>Cy agitación magnética, con 2.5 g de Paselli 5A2
I en 10 ml de tampón citrato 10 mM <‘pH 5.5,) conteniendo 0.15 mM de CaCl2. A df/erentes
tiempos (desde 15 mm hasta 8 días) se extraen alícuotas de 300 4u1 y se mezclan con 300 pl de¡ AlaOH 0.4 Npara detener la reacción. Las muestras se centrifugan duran/e 15 mm a 8500 rpm
y el sobrenadante se inyecta en el HPLC
4. ESTUDIOS DE SELECTIVIDAD DE LA CGTasa EN
FUNCION DEL pH
¡ Se llevó a cabo un estudio de la selectividad en la reacción de ciclación a diferentes
valores dc pH. Para ello, se trabajo en el intervalo 3.5-9.5 con diferentes tampones escogidos¡ en función de sus valores de pK4, y de su baja interferencia con el CaCI2. En concreto se
utilizaron los siguientes tampones (todos ellos en concentración 10 mM conteniendo 0.15 mM
de CaCI):
CITRATO.. CiTRATO CITRATO . MES :TJ{JS TRIS GLICINA
PH 3.5 4.5 5~5 6.5 7.5 8.5 9.5
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Las medidas se realizaron siguiendo la metodología descrita para el ensayo de actividad
a tiempos largos (apartado 3.2), sustituyendo el tampón estándar en el matraz de reacción, por
el que correspondiese en función del pH.
5. ESTUDIOS DE ACCESIBILIDAD DE LOS RESIDUOS DE LA
CGTasa
Para realizar los estudios de accesibilidad de las cadenas laterales de los aminoácidos de
la CGTasa se empleó el software NACCESS. NACCESS (Hubbard y Thornton, 1993) es un
programa que calcula el área accesible de un átomo o una cadena lateral de una proteína a partir
de un fichero con formato PDB (“Protein Data Bank”, Brookhaven National Laboratory), es
decir, a partir de sus coordenadas moleculares.
El programa emplea el método de Lee y Richards (1971), que simula el movimiento de
una molécula de un radio determinado sobre la superficie de una proteína -definida en base a
los radios de van der Waals de los átomos que la integran (Chothia, 1976)-. Se suele utilizar una
molécula del mismo radio que el agua (1.4 A), y así se habla de la superficie accesible al
disolvente (“solvent accessible surface”).
Para ejecutar este programa, escrito en FORTRAN 77, se utilizó una plataforma UNIX.
Estos cálculos se realizaron en colaboración con los Profesores Pedersen y Andersen de la
empresa Novo Nordisk (ver Anexo II). Dado que la estructura de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501 no ha sido resuelta hasta la fecha, se empleó como base para los
cálculos de accesibilidad la estructura de la CGTasa de Thermoanaerobacteriuin
ther¡nosul/hrigenes (Tabium-CGTasa) que corresponde al fichero 1A47.PIJB. La homología
entre las secuencias de ambas enzimas es superior al 91% (ver Anexo III). Por tanto, se
sustituyeron los aminoácidos no coincidentes de la Tabium-CGTasa por aquellos de la enzima
de Thermoanaerobacter, se minimizó la energía para obtener la conformación más estable y se
aplicó sobre esta nueva estructura el algoritmo del programa NACCESS. Para estos cálculos no
se tienen en cuenta los átomos de hidrógeno ni las moléculas de agua de cristalización.
El programa genera un fichero que contiene la accesibilidad absoluta de los distintos
residuos de la proteina (suma de las áreas superficiales accesibles de cada uno de los átomos
que integran dicho residuo). También proporciona datos de accesibilidad relativa, definida por
la accesibilidad de un ammoacidocon relación a la que presentaría en el tripéptido modeloALA-X~ALA, donde X es el mihoácidd él cuéstióti(Hubbard y cols., 1991). Los áto s de
carbpno en posiCipil o. 5Qfl considerados part9 de la cadena lateral del aminoácido, de modo que
a las glicinas también se le asignan datqs de accesibilidad absoluta, y relativa de. su cadena
lateral.
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6. ELIMINACIÓN DEL DEXTRANO DE LA
E
Para eliminar el dextrano que acompaf~a a la preparación de dextransacarasa es
¡n
ecesario someter la muestra a una hidrólisis enzimática, empleando una dextranasa. Es
consejable que la dextranasa sea muy pura ya que estas preparaciones extracelulares,
ntes de hongos (de especies del género Penicillium), contienen cantidades elevadas de
¡proteasas. incluso si se utiliza dextranasa muy pura, conviene realizar una cromatografia de
intercambio iónico para eliminar las posibles proteasas contaminantes. Estos experimentos se¡ desarrollaron en colaboración con los Profesores Monsan, Remaud y Willemot del Instituto
Nacional de Ciencias Aplicadas de Toulouse.
7. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA DEXTR4NSACARASA
La actividad de la dextransacarasa fue evaluada por seguimiento de la producción inicial
B de fructosa, usando el método del ácido 3,5-dinitrosalicilíco (DNS) empleado para la CGTasa,con las siguientes variaciones (Summery Howell, 1935):
La reacción se lleva a cabo a 30%? en tampón acetato 20 mM <‘PH 5.4,), conteniendo
I CaCI2 0.05 g/l, sacarosa 100 gr!l y 0.2-1 U/ml de dextransacarasa (Tabla 1115,). La mezcla de
reacción (en ausencia de la enzima,) se incuba durante 5 miii a 30%?, a continuación se añade
ansacarasa comenzando la reacción. A in tervalos de 5 mm, se extraen del matraz deu reacción alícuotas dc 200 pl y se añaden a 200 ,ul de DAlS en hielo. Los tubos de ¡nuestra 3) dc
a de calibrado se incuban a 90%? durante 5 mm. A continuación se enfrían, se mezclan3 con 2 ml de agua destilada y se mantienen en hielo durante 15 mm. Finalizado este período, se
mide la absorbancia a 540 ¡un. Se prepara un control paralelo sin dextransacarasa, y se la
somete al mismoprotocolo.
¡ . Una unidad de actividad dextransacarasa se define como la cantidad de enzima que
cataliza la formación de igmol de fructosa por minuto en lascondiciones descritas.
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Tabla 111.5. Curva de calibrado y mezcla de reacción empleadas para medir la actividad de la
Dextransacarasa.
CURVA DE CALIBRADO MEZCLA DE REACCION
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
Disolución de fructosa 2 gIl 0-200 pl
Dextransacarasa en tampón
acetato 20 mM (pH 5.4)
2200 jil(Concentración final:
0.2—1 U/mi)Agua destilada 200-O pl
Disolución de DNS a 200 A
Tampón acetato 200 mM (pH 5.4) 400 pl
Disolución de CaCI2 0.5 g/l 400 pl
Disolución de sacarosa 400 g/l 1000 pl
a
Disolución de DNS: 10 g de DNS, 300 g de tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle),
destilada hasta completar un volumen de 1 litro.
16 g de NaOH y agua
8. ESTUDIO DE
DEXTRANSACARASA
LA ESTABILIDAD
Se incuba la dextransacarasa -nativa o inmovilizada- (aproximadamente 1.5 U/ml
determinadas por el ensayo de DNS) a 300C con agitación magnética en distintos disolventes
orgánicos (N,N-dimetilacetamida, N,N-dimetilformamida, acetona, alcohol tert-amílico y
dimetilsulfóxido) o en mezclas disolvente orgánico/agua de distintas proporciones. Para cada
punto de la curva de actividad residual vs tiempo se prepara un matraz con la enzima en el
disolvente de estudio. A diferentes tiempos, la actividad residual se ensaya por el método del
DNS previa adición de 8 ml de una mezcla de reacción al matraz enzimático. El volumen final
es de 10 ml y las concentraciones en el medio de reacción: tampón acetato 20 mM (pH 5.4),
CaCI
2 0.05 g/l y sacarosa 100 gIl.
El ensayo de actividad se realizó con agitación intensa para evitar las limitaciones
difusionales derivadas de los soportes (Alcalde y cois., 1998b).
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¡ 9. INMOVILIZACIÓN COVALENTE
DEXTRANSACARASA EN SíLICE POROSA
Tesis Doctoral. M. A/ca/de
DE LA
Se siguió la metodología descrita por Monsan y cols. (López y Monsan, 1980; Monsan y¡ López, 1981a; Monsan y López, 1981b; Monsan y cols., 1987) con algunas variaciones. Las
aracterísticas de los soportes utilizados se recogen en la Tabla 111.6.
Tabla 111.6. Principales características de
dextransacarasa.
las sílices porosas utilizadas en la inmovilización de la
CARACTERíSTICAS SíLICE X200 SíLICE X030
Tamaño de partícula (.¡) 100-300 100-300
Diámetro de poro (A) 150 130;
195
600” 550
Area superficial específica (m2/g) 185 50” 68 b
Volumen de poros (cm3lg) 1
a Según catálogo.
Cálcu~os realizados por la Unidad de Apoyo del Instituto de Catálisis, mediante porosimetria de mercurio,
empleando un porosimetro Micromeritícs Poresizer 9320.
Tanto la sílice X200 como la X030 se silanizaron y se activaron con glutaraldehido
antes de la inmovilización de la enzima.
9.1 AMINACION DE LA SíLICE
Se prepara una solución al 6% (y/y) de y-aminopropil-trimetoxisilano (100 mí), pH 4.4,y se le añaden. 10 gramos de silice (Fig, 111.12). La súspensión se mantiene durante 1 h a 700C
U A continación se separa el soporte ~ se lava extensiQamente (5 x 1
• con agua desionizada. Por último, se filtra la silice y se seca a 60”C hasta que el peso del
e sea constante. . . .
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CH3 cíí3
o o
u + WC—O—Si—O + Ci-130H
CH3 1 Ni],CIA3
Figura 111.12. Proceso de silanización de la sílice.
9.2 ACTIVACION DEL SOPORTE CON GLUTARÁLDEHIDO
Para la activación de 100 mg de sílice silanizada (Fig. 111.13) se emplean 20 ml de una
solución de glutaraldehido al 2.5% (y/y) en tampón pirofosfato 0.05 M (pH 8.6), preparada a
partir de un solución comercial de glutaraldehido en agua al 25%. La muestra se mezcla
utilizando un agitador de rodillos (Selecta) durante 2 h a temperatura ambiente. A continuación
se recupera la sílice porosa activada mediante filtración en una membrana de 0.45 gm. El
exceso de glutaraldehido es separado mediante lavado -4 veces- a 20
0C con 20 ml de tampón
pirofosfato 0.05 M (pH 8.6). Por último, se lava 2 veces con 20 ml de tampón acetato 50 mM
(pH 5.4). La sílice activada, es estable en tampón acetato 50 mM (pH 5.4) a 40C.
HC(CH
2)3CH -~-—N—CH’CH~CHNR2 + II II ~ 2)3 ¡ + H20
o o o
Figura 111.13. Activación de la silice con glutaraldehído.
9.3 INMOVILIZACIÓN DE LA ENZIMA
La inmovilización de la enzima se llevó a cabo en tampón acetato 50 mM (pH 5.4). Así,
10 ml de una disolución de dextransacarasa, con una actividad de 10.5 U/mí, sq ponen en
contacto con 100 mg de silice activada, durante 12 h a. 4
0C, en el agitador de rodillos. Después
enzima inmoviliza
de extraer el sobrengdant.e, el soporte con la da se lava durante 30 mm a 40C,
con NaCí! M en tampón acetato 50 mlvi (pH 54). De esta forma se elimina tódala próteina
que no haya interacciQnadQ covalentemente con el soporte. Seguidamente, la muestra se lava 2
veces con 15 ml de tampón acetato 50 mM (pH 7.0) y se añade NaBH3CN. (Fi.g<Ill.14) en
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relación 1:1 respecto al peso de proteina, manteniéndose con agitación durante 3 h a¡ temperatura ambiente. La enzima inmovilizada se conserva como una suspensión en tampón
acetato 50 mM (pH 5.4), a 40C. Al mismo tiempo se prepararon dos controles: el primero de¡ ellos, utilizando 10 ml de solución de dextransacarasa 10.5 U/ml en ausencia de silice, y el
segundo con solución enzimática y el soporte no activado con glutaraldehido. Ambos controles
U se someten a las mismas condiciones de inmovilización. Con el primer blanco, se estudió si laenzima perdía actividad, y con el segundo se comprueba que la enzima no se une al soporte
mediante adsorción.
N=CH(CH
2tCH + H2N—DS ~—N=CH(CH2)3CH=N—DS + H20
o
NaBH3CN
N~CH(CH2)3CH=N—DS ~—NH-CH2(CH2tCH2-NH-DS
Figura 111.14. Interacción de la dextransacarasa (DS> con el soporte activado. La adición deU cianoborohidruro sódico origina la reducción de la base de Schiff con lo que el enlace se refuerza,
evitando que la dextransacarasa se separe del soporte.
10. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARASA POR
ATRAPAMIENTO EN ALGINATO CALCICO
U Se ha seguido el procedimiento básico de inmovilización en alginato cálcico descrito en
los trabajos de Quirasco y cols. (1995), Reischwitz y cols. (1995), y Reh y cols. (1996) con¡ algunas modificaciones.
Se prepara una solución de alginato SC-300 al 4% en 25 ml de agua desionizada y
I desgasíficada. Se somete a, agitación vigorosa, a temperatura ambiente, hasta que se forma ungel homogéneo (5 h). Seguidamente se pesan 10 g de la solución de alginato y se le añaden 10
U mIde una solución dc dextransacarasa en tampón acetato 10 mM (pH.5.4), conuna actividad de5 U/ml.: La mezcla se agifa durante al menos 1h, hasta que se hayan eliminado todas las
butujas. A. continuación, sobre una solución de cloruro cálcico 200 mM en tampón acetato
.5~ mM (pH 5.4.), con agitación magnética, se goteala mezcla enzimática. Para ello se empfca
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una bomba peristáltica, con un flujo adecuado que permita que el tamaño de las bolas de
alginato cálcico sea el más homogéneo posible. La distancia entre el tubo de goteo y la solución
de alginato cálcico debe ser al menos de 5 cm. El diámetro de las bolas debe oscilar entre 0.8-
3.0 mm. Las bolas formadas se dejan en la solución de alginato cálcico, con agitación
moderada, durante 2 h a temperatura ambiente. De esta forma se consolida el endurecimiento de
la esfera de alginato. Se prepara un control de solución enzimática, y se somete a agitación el
mismo periodo de tiempo que transcurre para la enzima durante la inmovilización. La enzima
inmovilizada puede almacenarse durante largos períodos de tiempo a 40C en tampón acetato 50
mM (pH 5.4), conteniendo 0.2 M de CaCI
2 y 0.02% de azida sódica.
Disolución enzimática en
alginato cálcico
t4$
Agitaciów...~Vj e Disolución decloruro cálcico
Figura 111.15. Procedimiento de inmovilización en alginato cálcico.
11. REACCION DE ACEPTOR
Para el estudio de las reacciones con aceptores se empleó maltosa como aceptor, por ser
el que mejor resultado proporciona a este sistema enziniático. La detección de los productos de
reacciún se realizó mediante el mismo equipo de HPLC descrito para la CGTasa (apartado 3.2),
pero en las siguientes condiciones: ..
empleó una cohxrnna de fase reversa Nucleosil CíS de Sugelabor (0.46x 25 cm, 5:
pm), con agtía desionizada y desgasificada como fase móvil (flujo 0.5 nil/min). La temperatura
de la colúmna se mantuvo cofistanté a 45
0C. Com¿ pationes se utilizaron máltooligosacáridos
(01-07) e isomaltooli~osacáridos (01-04).
Distancia de goteo
al menos 5cm 4,
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El protocolo dc la reacción de aceptor es el siguiente:
La dextransacarasa u¡atíva o inmovilizada (‘aproximadamente 3 unidades, determinadas
U por el ensayo del DNS,) se incuba a 30%? con agitación magnética en 10 ml de una disolución
de tampón acetato 20 mM (‘pH 5.4,) conteniendo CaCI2 0.05 g/l y distintas relacionesU maltosa/sacarosa: 1:5, 1:1, 2:1, 4:13> 6.1. La concentración de sacarosa siemprefue constante
(/00 mAl,). A diferentes tiempos se extraen alícuotas de 200 ,uí y se incuban durante 20 miii a
ra detener la reaccion. A continuación se centr¿fugan durante 15 mm a 10000 rpm. ElU
sobrenadante se vuelve a centrifugar a 6000 rpm en ependorf con filtro (membrana de corte
pm,) para eliminar el dextrano que se haya podido producir en la reacción. Las muestras¡
se diluyen con tres volumenes de agua destilada y se analizan en el HFLC.
12. TECNICAS COMUNES A LOS DOS SISTEMAS
ENZIMATICOS
12.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEíNA
¡ Se escogió como método para la determinación de la concentración de proteína el
microensayo de Bio-Rad (Bradford, 1976) por tratarse de un protocolo rápido, preciso, y muy
sensible. Como proteína patrón se empleó la inmunoglobulina O.
12.2 ELECTROFORESIS
La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se llevó a cabo sobre un gel deE poliacrilamida al 5-10%, según los casos, siguiendo el método descrito por Laemmli (1970). Se
un aparato de Hoefer (Modelo SE 245). Se analizaron disoluciones enzimáticas de¡ concentración aproximada 0.5 mg/ml. Se emplearon patrones de alto y bajo peso molecular de
Pharmacia. La tinción se realizó con disolución de Coomassie R-250 al 0.04% en una mezcla
U . metanol-acético-agua (45/5/50}. Los geles se destiñeron por difusión .en ung. solución de
metanol-acético-agua (9/1/10).
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12.3 ISOELECTROENFOQUE
Los experimentos de isoelectroenfoque fueron realizados en un aparato de Hoefer
(Modelo SE 245) utilizando geles de poliacrilamida y anfolitos de pH 3-10. Se emplearon
soluciones enzimáticas de concentración aproximada 3 mg/ml. El protocolo experimental
seguido fue cl habitual (Righetti, 1983). Los geles se tiñeron con plata. Para la estimación de
los puntos isoeléctricos, se usaron patrones de Bio-Rad con píen los intervalos 3.6-5.9 y 3.6-
9.3 contrastados con un electrodo de vidrio de contacto acoplado a un pH-metro Radiometer
pHM93.
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1 PIJRIFICACION DE LA CGTasa
1.1 PURIFICACION CON LA MATRIZ AFFI-T
La purificación de la COTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 se llevó a cabo a partir de
un extracto crudo de la empresa Novo Nordisk. Dicha preparación procede del cultivo de
Thermoanaerobacter sp. 501 durante 40 h a 700C en un medio salino neutro (Starnes y cois.,
1991). El extracto celular se centriñiga a 8000xg (30 mm, a 40C). El sobrenadante del proceso
contiene la COTasa así como proteasas y ct-amilasas contaminantes, que deben ser
eliminadas. En la Fig. IV. 1 se muestra el perfil de purificación obtenido mediante
cromatografia líquida rápida de proteínas (FPLC) empleando una matriz de afinidad, AFFJ-T.
Tras lavar con el primer tampón (sulfato amónico 1.5 M, pH 7.0>, se eluye un primer pico
coloreado (parte no retenida, PNR), con escasa actividad COTasa. Con el segundo tampón
(borato 10 mM, pH 7.0), se obtiene un pico (“residuo”) con ligera actividad CGTasa.
Finalmente se lava con tampón borato 10 niM/isopropanol 1/1, apareciendo un pico de intensa
actividad COTasa. Las fracciones de éste último pico (COTasa purificada) se dializan en
tampón fosfato 10 mM (pH 7.0), para eliminar el isopropanol. Todos los pasos de la
purificación se llevaron a cabo a temperatura ambiente, dada la alta estabilidad de la CGTasa.
En las fracciones correspondientes a los picos de absorbancia se determinó la actividad de
ciclación a ~-ciclodextrina.
00
o.’
2.00
1.00
0.00
o íoo Tiempo (miii)
Figura IV.1. Purificación de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 utilizando de una matriz de
afinidad (AFFI-r. PNR (parte no retenida), tampón 1 (sulfato amónico 1.5 M, pH 7.0), tampón 2
(borato 10 mM, pH 7.0), tampón 3 (borato 10 mM (pH 7.0)1 isopropanol 1:1).
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En la Tabla IVí se recogen los datos de una de las purificaciones desarrolladas. Se
obtuvó un factor de purificación de 3 y un rendimiento de actividad recuperada de 12.8% para
la CGTasa purificada.
Tabla IV.1. Resultados de la purificación con la matriz de afinidad AFFI-T. Las medidas de actividad
se realizaron con el ensayo de fenolftaleina (actividad de ciclación a g-ciclodextrina).
MUESTRA Vol (mi) [Proteinal(mg/mí)
mg
proteína U/mi U totales
Rendimiento(%) U/mgproteína Factor depurificación
CRUDO 20 9.5 190 583 11660 100 61.2
PNR 50 2.6 130 33.2 1665 ---- 12.8
RESIDUO 30 1.5 45 38.8 1165 ---- 26.0
COTasa
PURA
17 0.5 8.2 88 1495 12.8 183 3
a PNR (parte no retenida>.
La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS), de la enzima
Ipurificada
mostró una banda principal en tomo a 70.000 Da (ver Fig. IV.2) correspondiente a
la COTasa. Además, aparecieron otras bandas no caracterizadas.
2
* 1
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Figura IV.2. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) del extracto crudo y de la
ICGTasa
purificada. Linea 1: kit de proteínas de bajo peso molecular (Fosforilasa 6, 94 kDa; ESA, 67
kDa; Ovoalbúmina, 43 kfla; Anhidrasa carbónica, 30 kDa>. Linea 2: extracto crudo. Linea 3: COTasa
purificada en matriz de afinidad AFFI-T. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie.
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1.2 PURIFICACIÓN CON LA MATRIZ DE AFINIDAD
SEPHAROSA/CL-CICLODEXTBJNA
Se estudió un protocolo alternativo para la purificación de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501, empleando un gel de afinidad de Sepharosa/a-ciclodextrína, a
partir de extractos crudos similares a los de la anterior purificación. La Fig. IV.3 recoge uno
de los perfiles de purificación obtenidos con este sistema. El primer pico corresponde a la
parte no retenida del extracto crudo, que es eluida con tampón acetato 10 mM (pH 5.5) y
carece de actividad de cielación. La COTasa se une a la a-ciclodextrina de la matriz activada,
reteniéndose en el gel. Cuando ya habían pasado aproximadamente 350 ml del primer tampón,
se lavó con tampón acetato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 1% de ct-ciclodextrina. En estas
condiciones, la CUTasa se despega del gel de Sepharosa al existir una mayor concentración de
ciclodextrina en el tampón de elución, interaccionando con esta última y eluyendo de la
columna (segundo pico). La CUTasa pura puede almacenarse a —200C, durante largos períodos
de tiempo (meses), eq el propio tampón de elución (en presencia de a-ciclodextrina).
2.00
Co
1.00
0.00
o 50 100 150
Tiempo (niin)
Figura TV.3. Purificación de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501
afinidad Sepharosa/a-ciclodextrina. PNR (parte no retenida), Tampón 1
Tampón 2 (acetato 10 mM, pH 5.5 con 1% de a-cicíodextrina).
a través de una matriz de
(acetato 10 mM, pH 5.5),
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La purificación se desarrolló a temperatura ambiente. En las fracciones correspondientesU a los picos de absorbancia se determinó la actividad de ciclación a ~-ciclodextrina. Con este
proceso, se obtuvieron rendimientos cercanos al 70% y factores de purificación en tomo a 4-5.¡ La Tabla TV.2 muestra los datos de una de las purificaciones realizadas.
Tabla IV.2. Resultados de la purificación con la matriz de afinidad Sepharosalct-ciclodextrina.
MUESTRA Vol (mi) ¡proteinal<mg/mí) mgproteína U/mi U totales Rendimiento(%) U/mgproteína Factor depurificación
CRUDO 4 10 40 537 2040 100 54 1
COTasa 15 0.4 6.0 87 1305 64 223 4.1
La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) de la CGTasa
I purificada, mostró una banda principal en tomo a 70.000 Da (ver Fig. IV.4) correspondiente ala CGTasa. Además, como en la purificación anterior (utilizando la matriz de afinidad AFEI-
T), aparecieron bandas minoritarias, aunque en menor número. Estos resultados están en
U concordancia con los de Wind y cols., (1995 y 1998a), que consideran dichas bandas como
productos de degradación de la COTasa. Esta hipótesis fue corroborada mediante
U experimentos de afinidad llevados a cabo por el Dr. Carsten Andersen de la empresa NovoNordisk.
I Figura iV.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SOS-PACE), del extracto crudo, y de laCGTasa purificada. Linea 1: kit de proteinas de bajo peso molecular (Fosforílasa 6, 94 kDa; BSA, 67
kDa; Ovoalbúmina, 43 <Da; Anhidrasa carbónica, 30 kDa). Linee 2: Extracto crudo. Linea 3: CGTasa¡
purificada en matriz de afinidad sepharosa/a-ciclodextrina. Los geles se tiñeron con azul de
Coomassie.
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2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa
2.1 ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD DE LA REACCION EN
FUNCION DEL pH.
Los experimentos de modificación química aplicados a la CGTasa de
Therrnoanaerobac/er sp. 501 suponían, en la mayoría de los casos, una alteración de la carga
de determinados residuos de la proteína. Con el objeto de determinar si dichos cambios podían
afectar a la selectividad cí:J3ry-ciclodextrina, se llevó a cabo un estudio previo de la reacción
de ciclación a diferentes valores de pH.
La Fig. IV.5 representa los resultados del estudio de la selectividad de la reacción
(producción de a-, 9-, y y-ciclodextrina) en función del pH, a las 6 y 24 h de reacción. Como
se puede apreciar, el comportamiento de la CGTasa es bastante estable en un amplio intervalo
de pH (4.5-7.5), en el que no varían ni la selectividad de la reacción ni la conversión de
almidón a ciclodextrinas. Solamente a pH extremos (3.5 6 9.5) se producen cambios
reseñables que afectan especialmente a la producción de 3-ciclodextrina, de modo que el
producto mayoritario es a-ciclodextrina, siendo la producción neta de ciclodextrinas a las 24 h
notablemente menor.
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2.2 MODIFICACIÓN DE LOS GRUPOS AMINO
Para la modificación de los grupos amino de la CGTasa de Therrnoanaerobacter sp. 501U se emplearon dos reactivos diferentes: el anhídrido acético y el anhídrido succínico (ver Fig.
IV.6 y IV.?). Se diseñé un protocolo experimental con el objeto de conseguir el mayor grado
I de sustitución posible. Dicho protocolo se aplicó en primer término a una proteína patrón, la
seroalbumina bovina (BSA) -con una masa molecular de 69.000 Da, y que presenta 59 Lys y
I 20 Tyr-. Tras la modificación de la BSA con anhídrido acético, se obtuvieron grados demodificación en tomo al 90% y 50% de Lys y Tyr sustituidas respectivamente, y 88% de Lys
I modificadas con anhídrido succínico. Por lo tanto, se decidió emplear la misma metodologíacon la CGTasa.
o
I P NR2 + ¡o
o
C—CH3 pH> Y
o o
II II - +
P NH—C—CH3 + GH3—C—O + H
C—CH3
II
I Figura IV.6. En la reacción de acetilación la carga positiva del grupo E-amino de la Lys es eliminadagenerándose una acetamida neutra.
o
C—CII,
+ o__
o o
II II - +pH>? — p NH—G—CH=—CH2—C—O + H
Figura ¡%I~7• En la reacción de succin¡lación la carga positiva es reemplazada por un grupo carboxilato
cargado negativamente.
Las cortas cadenas de los anhídridos muestran una baja selectividad hacia la acilación de
los grupos amino. Así, también es posible la modificaciónde otras cadenas laterales de la
• proteína, tales como el grupo hidroxilo de la Tyr; el grupo tiol de la Cys y el grupo imidazol
de la~ His. Tanto las His como las Cys se desacilan espontáneamente en las condiciones de
.3 reacción.. Sin embargo, para la regeneración de los .residuqs de Tyr, es necesario tratar la.
proteína con hidroxilamina (Means.y.cols., 1971;.Lundblad, 1991). Las 0-acetiltirosinas
. . •..
P NR,
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pueden ser hidrolizadas lentamente bajo moderadas condiciones alcalinas, o pueden ser
escindidas a pH neutro por incubación con hidroxilamina. En tales casos la desacilación va
acompañada de un incremento de la absorbancia a 278 nm (8278=1160 M~1 cm’).
o o
II pH 7.0 IIProteína O—C—CH
3 + NI-120H - Proteína OH + HONH—C—CI13
Figura IV.8. Desacetilación de las tirosinas en presencia de hidroxilamina. La regeneración de la Tyr
¡ibera como subproducto acetil-hidroxamato. La reacción se puede seguir espectrofotométricamente,
permitiendo calcular el número de Tyr modificadas.
En cuanto a los residuos de 0-succiniltirosina formados tras el tratamiento de la CGTasa
con anhídrido succinico, sufren una rápida hidrólisis intramolecular a valores de pH superiores
a 5, por lo que se regeneran los residuos de Tyr originales. Sin embargo, también se forman
derivados succinilados de aminoácidos alifáticos (Ser o Thr) que no se hidrolizan
espontáneamente, pero pueden regenerarse tras el tratamiento con hidroxilamina.
o
pH>5 Proteína CFI + [—CH2
,,C—CH2
o
Figura IV.9. Desuccinilación espontánea de las tirosinas. A valores de pH superiores a 5, ¡as O-
succiniltirosinas se regeneran, recuperándose el anhídrido succinico inicial.
La Fig. IV.10 muestra los cambios en el espectro Uy de la COTasa modificada con
anhídrido acético o anhídrido succinico, durante el tratamiento con hidroxilamina. La
desacetilación se completó en 1 Ii; sin embargo, se mantuvo la incubación durante 5 h para
asegurar la eliminación cuantitativa de los grupos acetilo de las tirosinas. A partir del
incremento en la absorbancia a ~ nm, se cal~uló que un 18% de las tirosinas (8 de 44)
fueron inicialmente acetiladas, y más tarde desacetiladas mediante el tratamiento con
hidroxilamiha. Réspeéto a las 0-succiniltirosinas, édmo era présumible, se~ regeneran
espontáneámente y en el análisis a esa longitud de onda no se detecta cambio espectral.
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2.2.1 CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES MODIFICADAS
a,) Determinación del grado de modificación
El grado de modificación de las proteínas ensayadas fue calculado empleando dos
metodología diferentes, con las que se obtuvieron resultados similares. Tanto mediante el
ensayo con el ácido 2,4,6-trinitrobencenosulfónico (TNBS) (Habeeb, 1966), como con
fluorescamina (Stocks y cols., 1986), se comprobó que las sustituciones fueron extensivas (ver
Tabla IV.3).
Tabla IV.3. Grados de modificación obtenidos para las COTasas acetiladas y succiniladas.
Agente modificante % modificación N0 de grupos amino
modificados
Método de
determinación
Anhídrido acético 84 21 Fluorescamina y TNBS
Anhídrido succínico 80 20 Fluorescamina y TNBS
La Fig. IV. 11 ilustra la deterniinación fluorimétrica del grado de sustitución. La CGTasa
de Thermocrnaerobacter sp. 501 contiene 25 grupos amino (24 Lys y el grupo amino terminal).
Bajo las condiciones de reacción descritas, la acetilación produjo la modificación de 21 aminos
(el 84% del total). La modificación con anhídrido succínico dio lugar a un grado de sustitución
ligeramente inferior al conseguido en la acetilación.
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Figura IV.11. Intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias)
OCTasa nativa (@),en la especie acetilada (U>, y en la áuccini!ada (V
de la fluorescamina unida en la
05’ 10
[Proteina](¡sg/mi)
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b) Efecto de la adilación en elpunto isoeléctrico
La modificación con anhídrido acético permite la transformación de cargas positivas en3 neutras, mientras que si se realiza con anhídrido succínico se transforman en negativas. Por
consiguiente, la acilación cuantitativa de los grupos amino en la CUTasa (ya sea mediante
I acetilación o succinilación), debe producir una disminución de la carga positiva global delsistema, y en consecuencia, originar un descenso en su pI. Con objeto de cuantificar dicho
I efecto, se realizó un experimento de isoelectroenfoque en el intervalo de pH 3-10, con laCUTasa nativa, y las preparaciones modificadas. No existen datos en la literatura del punto
isoeléctrico de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501.¡ Como se puede apreciar en la Fig. IV.12, se produce un desplazamiento en el punto
isoeléctrico de la COTasa desde valores neutros (pI 6.3-6.7) hasta valores moderadamente
E ácidos (pI 5.2-5.7). En teoría deberia esperarse una mayor disminución del pI en la especiesuccinilada que en la acetilada; sin embargo, ambas quedan retenidas en la misma zona. Estos
U resultados están en concordancia con los de Gueguen y cols. (1990), en los que distintasmodificaciones cuantitativas de grupos amino (obteniendo diferentes grados de sustitución), no
suponen cambios apreciables de sus pI entre las especies modificadas.
E
Figura IV.12. lsoelectroenfoque en gel de poliacrilamida. Linea 1: kit de proteinas de diferentes pI (3.6,
amiloglucosidasa de Asporgillus niger, 5.9 anhidrasa carbónica II de eritrocitos bovinos; 6.6, anhidrasa
carbónica 1 de eritrocitos humanos; 7.2, mioglobina de corazón de caballo; 8.8, Lectina de Lens
U cul¡nar¡s; 9.3, tripsinógeno de pancreas bovino). Linea 2: CGTasa nativa. Linea 3: CGTasa acetilada.Linea 4: CGTasa succinilada. El gel se tiñó con plata.
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2.2.2 EFECTO DE LA MODIFICACIÓN SOBRE LAS ACTIVIDADES
INICIALES
Las actividades iniciales de ciclación, acoplamiento, transferencia e hidrólisis fueron
evaluadas, tanto en la enzima nativa como en las especies modificadas (Tabla IV.4). Todos los
ensayos descritos se realizaron en los 5 primeros minutos de reacción para evitar las
interferencias entre los distintos procesos. Se preparó un blanco de modificación tal como se
describe en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos, en ausencia de anhídrido acético o
succinico, manteniendo la actividad después del tratamiento, de lo que se deduce que las
condiciones de reacción no afectaron a la actividad catalítica de la CGTasa.
Tabla ¡N’.4. Actividades iniciales de las CGTasas nativa y modificadas.
Actividad (U/mg proteína)
CICLACION ACOPLAMIENTO HIDROLISIS TRANSFERENCIA
a 13 7 a
Nativa 289 252 149 270 48 82 1530
Acetilada 70 74 50 56 4.0 12? 510
Succinilada 225 218 II? 114 23 71 1980
CCTasa acetilada
Es de gran relevancia que la acetilación de los grupos amino de la CGTasa produzca una
disminución significativa en todas las actividades especificas con excepción de la hidrólisis.
Las velocidades de fornmción de ciclodextrinas con la enzima acetilada fueron 3-4 veces más
bajas que las observadas en la enzima nativa, y un efecto similar tuvo lugar con la actividad de
transferencia. Además; el acoplamiento de a: ~‘ 13ciclodextrina con metil a-Dglucopiranósido
fue 5 y 12 vece~ más rájiidó; respéctivamente, para la enzima nativa en comparación con la -
cspecic acetilada. Sorprendentemente, la acetilación dc la CGTasa no produjo una disminución
significativa de la actividad hidrólítica ibelusó la enzima modificada diosttó una actividad de
hidrólisis (127 U/mg ptoteína~mayor que la de la enzima nativa?En este-punto, es importante¡ -destacar que-la activi4ad hidrolitica de la CGTasade Therrnoanaerobacter sp. 501, tanto en~íi
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Iforma
nativa como en sus variedades modificadas, posee los valores más altos descritos en la
literatura para cualquier otra CUTasa. Por ejemplo, la CGTasa de Bacillus circulans cepa 251
II ene una actividad hidrolítica de 3 U/mg proteína (Penninga y cols., 1995). Hasta el momento,
COTasa considerada con mayor capacidad de hidrólisis era la CGTasa de
Therrnoanaerobacteriunz therrnosulfurigenes (Tabium-CGTasa) con una actividad de 30 U/mg
proteína para la enzima nativa, y 65 U/mg proteína para un mutante F196G (Wind y cols.,
CGTasa succinilada
En cuanto a la succinilación, los cambios en las actividades iniciales en esta
modificación fueron menores que los apreciados en la acetilación. Las actividades de ciclación
U y acoplamiento disminuyen suavemente. La hidrólisis no varía prácticamente, lo mismo que la
actividad de transferencia (que incluso aumenta 1.3 veces).
2.2.3 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA PRODUCCION DE
CICLODEXTRINAS Y OLIGOSACARIDOS
La formación de ciclodextrinas y oligosacáridos se analizó empleando condicionesU similares a las de la industria (ver apartado 3.2 de Materiales y Métodos). La Fig. IV.13 recoge
d matogramas de HPLC de la mezcla de reacción a las 24 h y a los 8 días, empleando
1COTasa nativa. Después de 1 día de reacción, la formación de a-, 9-, y y-ciclodextrina
predomina sobre la de oligosacáridos de cadena corta. Sin embargo, a medida que avanza la
reacción, la producción de oligosacáridos va aumentando de forma considerable, disminuyendo
en consecuencia la formación global de ciclodextrinas.
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CGTaso acetilada
La Fig. IV. 14 muestra la producción de a-, 13-, y y-ciclodextrina con el tiempo para la
I enzima nativa y sus variedades modificadas. En concordancia con los resultados de actividades
iniciales expuestos en la Tabla IV.4, la producción inicial de ciclodextrinas es notablemente
I más baja con la CGTasa acetilada. La enzima nativa alcanza un máximo de producción de
ciclodextrinas a las 24 h, mientras que para la enzima acetilada la produccion de cíclodextrmas
I sigue aumentando incluso al cabo de los 8 días. Esto parece estar relacionado con la bajaactividad de acoplamiento de la especie acetilada (Tabla IV.4), que minímíza
g ativamente la transformación de ciclodextrinas en oligosacáridos. Para la COTasaU acetilada, la relación molar a:j3ry-ciclodextrina, tras 8 días de reacción, es 4.6:9.8:1 (en este
punto el 22% del Paselli inicial ha sido convertido en ciclodextrinas); para la enzima nativa, en
I el tiempo de máxima producción de ciclodextrinas (24 h) la relación es 2.9:5.6:1 (20.5% de
Paselli convertido en ciclodextrinas). En cuanto a la formación de oligosacáridos, tal como se
I observa en la Fig. IV.l5, la enzima acetilada exhibe una mayor productividad, probablemente
como consecuencia de la mayor actividad hidrolítica que posee (4.25% de Paselli convertido en
oligosacáridos, frente a 3.5% de la enzima nativa, tras 8 días de reacción).
CGTasa saccinilada
En este caso, la evolución de la reacción es más parecida a la de la enzima nativa (ver
I Fig. IV.14). Así, el máximo de producción de ciclodextrinas se alcanza a las 48 h, con una
relación molar a:f3ry-ciclodextrina 2.2:4.1:1 (21.1% de Paselli convertido por la CGTasa
I succinilada en ciclodextrinas). En cualquier caso, la productividad final de ciclodextrinas
empleando la especie modificada fue ligeramente superior (ver Fig. IVIS), probablemente
I debido a la disminución de su actividad de acoplamiento. Además, la síntesis de oligosacáridosaumenta, incluso más que en la especie acetilada, como consecuencia del incremento en la
ad de transferencia (ver Tabla IV.4), alcanzando valores de 4.4% de Paselli convertidou en oligosacáridos, en 8 días de reaccion.
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l5min3Omin lh 2k 3k Ch Sh Idia 2da. 5d.as Scta.
l5min 3Omin lii 21. 3h óh Sh 1 día 2 días 5dias Sdías
OCTasa succinilada
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Figura-LV.14. Produóción de a-, j3-, y uy-cidodextrina con el tiempo, para las CGTasas nativas. -
y modificadas. Condiciones: 8500, 7.0 j~ig de OGlasa y 2.5-g de PaseIli.SA2 en 10. ml de
tampón citrato 10 mM (pH 5.5) conteniendo 0.15 mM deCaCl2
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2.3 MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO
La modificación química de los grupos carboxilo de la CUTasa de Thernzoanaerobacter
sp. 501 fue diseñada haciendo especial énfasis tanto en la elección de los reactantes como en las
relaciones molares empleadas. En primer lugar, se decidió escoger el método de la reacción
promovida por carbodiimida, por ser uno de los reactivos más suaves y que mayor versatilidad
ofrece en modificación química de los grupos ácidos de las proteínas. En concreto, se trabajó
con l-etil-3-(3-dimetilamino-propil)carbodiimida (EDC) por ser una carbodiimida soluble y de
menor tamaño que otras empleadas en este tipo de experimentos, por lo que es previsible que
tuviera mayor accesibilidad a los residuos más protegidos. En cuanto al nucícófilo, se usaron
tres diferentes: taurina, éster metílico de norleucina y éster etílico de glicina. La taurina permite
la modificación de los grupos carboxilo sin que ello conlleve un cambio en la carga de la
proteina. Sin embargo, con los otros dos nucleófilos, se altera la carga, de negativa a neutra.
Tanto la norleucina como la glicina se emplean con sus grupos carboxilo esterificados para
evitar la posible reacción de éstos con la carbodiimida.
Para estos experimentos se decidió proteger el centro activo de la CGTasa (dado que la
tríada catalítica la componen los residuos Asp23O, Glu258, Asp329) con una molécula
inhibidora competitiva, la acarbosa (Strokopytov y cols., 1995). Se trata de un
pseudotetrasacárido con una estructura muy similar a la de la maltotetraosa, constituido por
maltosa y una pseudo-maltosa, la cual es esencial para las propiedades inhibitorias que presenta
este compuesto. Esta pseudo-maltosa está formada por una unidad de ciclitol insaturado
(llamada valienamina) y otra unidad de 4-amino-4,6-didesoxiglucosa.
Ql ¡
Figura iV.16. Estructura de la acarbosa. Las flechas indican las 4 díferencias existentes entre a maltotetransa y la
acarbosá. 1) el grugo hidroxilo C6~e a glucosa 8 está auseñte; 1) launión 0-glicosídica entre los residuds Ay B ha
sido reemplázada por una onión Ñ’giicosíd¡ca~ iii> el oxigeno 05 del residuo -Ata sidosustituido poruñ Moma de
carbono <C7>; iv> un doble enlace ha sido introducido en el residuo A entre el C5 y el C7.
CH
Va lienarnina
Dii
OH
OH
4-arnino-4,6-didesoxiglucosa
Maltosa
OH’—
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Al igual que en la modificación de los grupos amino, también se utilizó seroalbumina
U bovina (ESA) -que contiene 99 residuos ácidos- para encontrar las condiciones de reacción más
adecuadas. La Tabla IV.5 recoge los resultados de modificación de la ESA empleando3 diferentes nucleófilos y distintas relaciones molares nucícófilo/grupo carboxilo (manteniendo
en todos los ensayos una relación nucleófilo/EDC, 10:1).
Tabla IV.5. Modificación química de los grupos carboxilo de la BSA utilizando diferentes relaciones
molares.
NUCLEOFILO Nucleófilo/COOH EDCI COOH Nucleófilo/EDC Grado de
modificación ‘ (%)
Taurina 1000:1 100:1 10:1
Taurina 500:1 50:1 10:1 52
Norleucina’ 500:1 50:1 10:1 50
Norleucina a 400:1 40:1 10:1 46
N’orleucina’ 200:1 20:1 10:1 25
Glicina b 2000:1 200:1 10:1 76
Glicina b 500:1 50:1 10:1 59
Ester metilico de norleucina.I b Ester etilico de glicina.
Determinado por análisis de aminoácidos.
Como se puede apreciar, se obtuvieron grados de sustitución elevados, que en cualquier
I caso no excedían del 80% en las condicioncs más drásticas. En la literatura se describennumerosos ejemplos, dcl grado de sustitución y de los reactivos empleados en función de la
proteína en cuestión. Mattson y cols., (1992) emplearon relaciones nucleófilo/grupo carboxilo3 1250/1 y nucleófílo/carbodiimida 10/1, inactivando irreversiblemente la CGTasa de Bacillus
c¡rculans. Otra posibilidad es aplicar condiciones más suaves como las de Yamada y cols.
I (1981), que consiguieron un grado de modificación de un 9% en la lisozima usando relaciones
nucícófilo/grupo carboxilo, 129:1 y nucleófilo/carbodiimida, 384:1. En cualquier caso, la
I tendencia más general es utilizar relaciones nucleófilo/carbodiimida de 10:1, con independenciade cual sea la concentración de nucleófil con la que se trabaje. - -.
Con la COTasa de Therrnoanaerobacter sp. 501, s¿ probaron diversas condiciones de3 reacción. Con relaciones nucleófilo/gnípo carboxilo6Ó:l y nÚcle6filQ/carbodiiniidá, 3:1, no se
consiguió modificar ningún residuo ácido de la CUTasa.
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Aumentando la relación nucleófilo/gnipo carboxilo hasta 260:1 y nucleófilo/carbodíimida 10:1,
tampoco se tuvo éxito. Por ello, se decidió utilizar relaciones molares elevadas
(nucícófilo/grupo carboxilo, 1000:1; nucleóf¡lo/EDC, 10:1). En este caso, la CGTasa se
desnaturalizaba durante el proceso de modificación. Finalmente, bajo unas condiciones con las
que se obtenían sustituciones cuantitativas en la BSA (nucleófilo/grupo carboxilo 500:1,
nucleófilo/EDC 10:1), se consiguieron modificaciones moderadas en la CGTasa.
En definitiva, los grupos carboxilo de la CGTasa se sometieron a modificación en las
condiciones descritas en el apanado 2.2 de Materiales y Métodos, mediante una reacción en dos
pasos con EDC y una amina nucleófila. La secuencia de la reacción es iniciada por la adición
del carboxilo a través de uno de los dobles enlaces de la diimida para formar una O-acilisourea
intermedia lábil. En solución acuosa, este complejo es altamente reactivo condensándose con
aminas para formar las correspondientes amidas, aunque también presenta dos posibles
reacciones laterales: el reordenamiento y la hidrólisis (ver Fig. IV.17). Por otro lado, la
carbodiimida no sólo reacciona con los ácidos carboxílicos de la proteína, sino también con Tyr
y rara vez con las Cys (Fig. IV.18). La reacción de la carbodiimida con los grupos fenólicos de
las tirosinas genera O-arilisoureas, mediante la interacción entre el hidroxilo de la tirosina y el
doble enlace de la carbodiimida. Estos productos son muy estables a pH neutro, y
moderadamente estables durante la hidrólisis ácida de la proteína; pero pueden ser
descompuestos mediante el tratamiento con hidroxilamina, regenerándose la Tyr de partida y
permitiendo la degradación del EDC remanente (la vida media del EDC en presencia de
hidroxilamina es tan sólo de 5.5 mm en las condiciones de reacción, Gilles y cols., 1990). Los
grupos sulfhidrilo de las Cys pueden reaccionar de manera similar a las Tyr, pero el producto
resultante parece ser más estable, y no se descompone aún tratándolo con 13-mercaptoetanol o
amonio.
R
N NR
II
Fi~it~ OH + C —~ Enzima o—C’
II NHR
_ N 1 _
R
N NR
II o
Enzima SH -± C — Em S—Q2 NHR
~1 . . . —
Figura IV.1 8. Modificación de las Tyr (1) y de las Cys (2) cor~ carbodiimida soluble en agua.
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pH 4.75
oFI
PRIMERA ETAPA -
O-acilisourea lábil intermedia
o-MoP R /CH3l-JH—CH2—CH2---—CH2—N4O~C\ CH3
Nl!—Gil2 —CH3
Reordenamiento.
intramolecular.
NI-l—R
Nucleáfílo
+ ~/NHR
NH—R NH—lt
R” Ester metilico de norleucina
Ester etílico de glicina
Hidrólisis
+ H20
+ o—C
—Y
Carboxilato regenerado
N-acilurea
Figura IV.1.7. Reacción en dos. pasos de lbs gru~d~ taitoxilo con la carbodiimida en
presencia de nucleófilo. La reacción principal produce una amida (enzima modificada); sin
embargo, también tienen lugar - reacciones latérales, una de ellas de isomerización
+
N
5~H2
CH3
Transferencia
Acil-nucleófilo (amida).
Enzima modificada
Taurina
OÁo
u ~ o ÁCN/O4. (p}—c(jY—c( + ¡~1 OH
Pi
/NHR
NH—R
(reordenanSiento) ? otra de hidrólisis ~elagua aótú~ éomá nudleáfilo)
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23.1 CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES MODIFICADAS
a,> Determinación del grado de modificación
Para la determinación del número de carboxilos modificados en la CGTasa se recurrió a
la técnica de análisis de aminoácidos. Para ello, fue necesario realizar un tratamiento previo de
la muestra que consistió básicamente en una hidrólisis en presencia de HCI 6 N a 1550C durante
60 mm. En estas condiciones, se hidrolizó el enlace amida formado entre el carboxilo y el
nucleófilo. Además, el éster etílico de glicina es hidrolizado a glicina y el éster metílico de
norleucina a norleucina. En definitiva, el grado de modificación cuando se utilizó glicina se
calculó por diferencia entre el número de glicinas de la especie modificada (Fig. IV.20) y la
enzima nativa (Fig. IV.19). En el caso de la norleucina, la aparición en el cromatograma de un
pico de norleucina (entre los de Ile y Tyr) permitió calcular el número de residuos modificados
(Fig. IV.21). Del mismo modo se procedió en la modificación con taurina (Fig. IV.22) cuyo
pico se presenta al principio del análisis (en tomo a los 4.5 mm).
La CGTasa de Thermnoanaerobacter sp. 501 contiene 61 grupos carboxilicos (43 Asp y
17 Glu y el grupo carboxilo terminal). La Tabla IV.6 muestra los porcentajes de sustitución de
los grupos carboxilo de esta enzima con los diferentes nucleófilos utilizados.
Tabla IV.6. Grados de modificación de los grupos carboxilo de la COTasa obtenidos con distintos
nucleáfilos. Relaciones molares empleadas: nucleáfilo/grupo carboxilo, 500:1; nucleófilo/carbodiimida,
10:1, acarbosa/CGTasa, 200:1
Nucicófilo Grado de modificación
(%)
N0 de grupos carboxilo
modificados
Taurina 8.2 5
Ester metilico de norleucina 5.1 3
Ester etílico de glicina 6.5 4
Como se puede observar, la modificación conseguida, con independencia del nucleófilo
empleado, fue muy bajá, llegando eh el mejor de los casos a poráentajes de sustitucióú del 8%.
Con dichos grados de modifidación ¡lo se apreciaron cambios significativos en el pl paralas -
modificaciones con el éster metílico de noricucina y el éstcr etílico de glicina.
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I 2.3.2 EFECTO DE LA MODIFICACIÓN SOBRE LA ACTIVIDADESINICIALES
¡ Se midieron las actividades iniciales de ciclación, acoplamiento, transferencia e
hídrolísis, tanto en la enzima nativa como en las especies modificadas (Tabla IV.?). Se ensayó
I un blanco de la modificación en ausencia de EDC, tal como se describe en el apanado 2.2 deMateriales y Métodos. Se observó que se mantenía la actividad enzimática después del
m ento en las condiciones de reacción, por lo que se concluyó que éstas no afectaban a laE
Tabla IV.?. Actividades iniciales de las enzimas nativa y modificadas con los distintos nucleáfilos.
Actividad (U/mg proteína,)
NUCLEOFILO CICLACION ACOPLAMIENTO HIDROLISIS TRANSFERENCIA
a ¡3 y a 13
Nativa 300 223 131 332 68 85 1196
Taurina 110 72 37 165 26 65 953
Norleucina” 90 6? 40 85 28 56 470
Glicina 77 60 33 74 24 56 501
a Ester metilico de norleucina.
Ester etilico de glicina.
Como se puedc apreciar en la Tabla Iv.?, las enzimas modificadas disminuyenE considerablemente las actividades de ciclación y acoplamiento y en menor medida lo hacen las
ades de transferencia e hidrólisis. El comportamiento de las especies modificadas con
• y~.;
norleucína o glicina es muy parecido. Ambas enzimas muestran una pérdida de actividad de
cclae ón alrededor de 3-4 veces, mientras que el~ acoplamiento. ~e redude drásticarnénte
(especialhiente el acoplamiento de a-ciclodextrina). las actividades de tranÑferenoia e
-hidrólisis resultan menos alteradas tras la modificación. El similar comportamiento dc las
E
-. especies modificadas cQn gl.¡cína o norle¿upina era presumible, si se tienen e» cuenta -los gradosde modificación obtenidps.en.ambos casos, y la propia naturalezade los nucleófilos. La única
102
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diferencia entre los dos nucleófilos es su tamaño (superior en el caso de la norleucina) lo que
probablemente repercuta en que el grado de modificación con norleucina sea ligeramente más
bajo (5.1% frente a 6.5% de la glicina).
Paradójicamente, la COTasa modificada con taurina, siendo la especie con mayor grado
de modificación, es la que menos pérdidas de actividad sufre. La explicación a este
comportamiento se puede sustentar en que se conserva la carga negativa en los residuos
modificados y, en consecuencia, el efecto de la modificación sobre la actividad de la enzima es
más débil. Así, sus actividades de ciclación y acoplamiento, disminuyen 2-3 veces, mientras
que la transferencia e hidrólisis experimentan tan sólo un leve descenso.
2.3.3 EFECTO DE LA MODIFICACION SOBRE LA PRODUCCION DE
CICLODEXTRINAS Y OLIGOSACARIDOS
La formación de ciclodextrinas y oligosacáridos se analizó empleando condiciones
similares a las de la industria, (ver apartado 3.2 de Materiales y Métodos). La CGTasa nativa
alcanza su máximo de producción de ciclodextrinas al cabo de un día, con unas relaciones
molares a-/13-/y-ciclodextrina de 2.8:5.4:1 (20.5% de Paselli convertido en ciclodextrinas).
Como se muestra en la Fig. IV.24, tras llegar al máximo valor de producción, la cantidad global
de ciclodextrinas disminuye ligeramente con el tiempo, en beneficio de la producción de
oligosacáridos.
CGTasa modificada con taurina
La CGTasa modificada con taurina, mucstra un menor rendimiento que la nativa como
consecuencia del descenso de su actividad inicial de ciclación (ver Tabla Iv.?), por lo que
emplea más tiempo en alcanzar su máximo de producción (dos días). En este punto, presenta
una relación ct-/13-/y-ciclodextrina de 2.6:5.1:1 (19.5% de Pasellí convertido en ciclodextrinas),
de lo que se deduce que la modificación química afecta notablemente a la actividad catalítica de
la enzima a tiempos cortos, sin alterar su selectividad cí:j3:’y-ciclodextrina (ver Fig. IV.23).
Además, su producción de oligosacáridos es prácticamente la misma que la de la enzima nativa,
(inclñsp desde las primeras etapas de reacción). Por ejemplo, a la hora y media de reacción
exhibe un 1 ;6% frente a 1.5% de Paselli convenido en oligosacáridos~ en la enzima nativa y en
la modificada respectivamente (ver Fig. IV24). . -.
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CGTasas modificadas con éster metillco de itorleucina y éster etílico de glicina
En ambos casos, la producción de ciclodextrinas es muy similar, y menor que la
E observada con la CGTasa nativa y la modificada con taurina. Su máximo de producción se
alcanza en tomo a los dos días con relaciones molares de 2.7:4.3:1 (18.6% de Paselli convertido3 en ciclodextrinas) para la especie con norleucina y 2.6:4.2:1 (18.1% de Paselli convertido) para
— la especie con glicina (ver Fig. IV.23). La ligera variación en las relaciones molares con
• respecto a la enzima nativa (disminuye 13-ciclodextrina y se mantiene a-ciclodextrina) puede ser
• consecuencia del mayor descenso de la actividad acoplamiento de a-ciclodextrina con respecto
al acoplamiento de 13-ciclodextrina (ver Tabla IV.?), lo que se traduce en una nivelación de la
• producción de a- y 9-ciclodextrinas. Por otro lado, la producción neta de oligosacáridos con
ambas enzimas disminuye ligeramente con respecto a la enzima nativa como consecuencia de la
• menor actividad de transferencia e hidrólisis (2.2% frente al 3% de la nativa, tras 5 días de
reacción, ver Fig. 1V24).
2.4 MODIFICACION DE LA CISTEINA
La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 posee un único residuo de Cys en la
posición 585, y se intentó modificar con diferentes reactivos: el disulfuro de 2,2’-dipiridilo y el
ácido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzOicO). En ambos casos, los resultados fueron negativos, sin
conseguirse la modificación de la proteína incluso cuando se trató en condiciones drásticas
— (SDS 2% y urea 1 M). Sin embargo, se comprobó que los protocolos disefiados funcionaron con
o as proteínas. De hecho, se empleó como proteína patrón la tiol-subtilisina Carlsberg,
• consiguiendo sustituciones cuantitativas.
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3. INMOVILIZACION DE LA DEXTRXNSACARASA
3.1 INMOVILIZACIÓN COVALENTE EN SíLICE POROSA
3.1.1 ELIMINACIÓN DEL DEXTRANO
El objeto de la eliminación de la cubíerta de dextrano de la dextransacarasa era obtener
una preparación enzimática con una mayor capacidad de interacción covalente durante su
inmovilización en soportes de sílice porosa. Tras el tratamiento de la dextransacarasa con
dextranasa, se obtuvo una especie enzimática caracterizada por su baja estabilidad con respecto
a la nativa.
Determinación delpeso molecular
La dextransacarasa asociada con el dextrano es incapaz migrar durante la electroforesis
en un gel de poliacrilamida, lo que dificulta su caracterización. La enzima libre de dextrano no
presenta este problema y su tamaño puede determinarse mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes.
En el gel de electroforesis preparado (Fig. IV.25), se puede apreciar la presencia de dos
bandas (una de ellas en torno a 65.0000 Da y la otra por encima de los 70.000 Da). Con
electroforesis adicionales empleando patrones de alto peso molecular, aparecieron nuevas
bandas (170.000 Da y 120.000 Da) que se consideran agregados multienzimáticos de la de
65.000 Da, tal y como describieron previamente Kobayashi y Matsuda, (1980); Miller y cols.,
(1986) y Willemot, (1993).
Figura IV.25. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), de la dextransacarasa sin
dextranos. Linea 1: kit de proteínas de bajo peso molecular (Fosforilasa 8, 94 kDa; ESA, 67 kDa;
Ovoalbúmina, 43 kDa; Anhidrasa carbónica, 30 kDa). Linea 2: Dextransacarasa sin dextranos. Los
geles se tiñeron con azul de Coomassie.
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Actividady estabilidad
La actividad específica de la enzima nativa era de 10 U/mg proteína (determinada por el
Iensayo
del ácido 3,5-dinitrosalicílico). Tras el proceso de eliminación de dextrano, se obtuvo
una preparación con una actividad de 86 U/mg proteína. Respecto a la estabilidad de ambas
Imuestras
enzimáticas a 300C, en la Fig. IV.26 se puede apreciar cómo la enzima sin dextranos
exp rimenta una rápida disminución de su actividad (36% de actividad residual a las 24 h,
frente a 66% en la nativa). Esto es consecuencia de las propiedades estabilizantes que la
nvuelta de dextrano confiere a la proteína, en concordancia con los resultados de Willemot
(1993) 100
~80
‘U
=
‘o 60
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~40
3
~20
0
10 20 30 40 50
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Figura UN’.26. Comparación de la estabilidad de la enzima nativa (@) y la enzima sin dextranos (O), a
300C en tampón acetato 10 mM (pH 54>.
3.1.2 INMOVILIZACION
La dextransacarasa, con o sin dextranos, fue inmovilizada covalentemente en sílice
previamente funcionalizada con glutaraldehído, tal como se describe en el apanado 9.2 de
Materiales y Métodos. Se trabajó con dos soportes de diferente diámetro de poro: el X200 de
M
iso Á (185 m2/g) y el X030 de 600 A (50 m2/g). Mediante análisis de porosimetría de
m uno (realizada antes y después de la funcionalización de la sílice) se comprobó que la
ación con glutaraldehído no afectó al tamaño del poro. Como describieron previamente
U Monsan y cols., (1987%-cuanto mayor es el diámetro del poro mayor es el Tendimiento de
inmovilización de ladextransacarasa.. Por lo tanto,. se decidió inmovilizar la~preparación sin
-Idektrano en el sdporte con mayo? diámetro dé poro (X630), cónsiguiendo un rendimiento éasi
22 veces superior al de la enzima nativa en el mismo soporte.
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Tabla INtS. Inmovilización de la dextransacarasa en sílice porosa. En todos los casos se adicionaron
10 mIde solución enzimática de actividad 10.5 U/ml sobre 100 mg de sílice activada.
Dextransacarasa Soporte
activado Área especíticadel soporte(m2Ig) a
mg enzima!
mg soporte
Actividad
(U/g biocatalizador)
Actividad
recuperada (0/,)
Con dextranos X200 200 1/8.5 3 03
Con dextranos X030 71 1/8.5 6 0.6
Sin dextranos X030 71 1/80 129 13
a
Aiea específica del soporte activado, determinada mediante porosimetria de mercurio. Las áreas de los soportes
antes de la funcionalización con glutaraldehido fueron similares (195 m2/g para la silice X200 y 68 m2/g para la
sílice X030>.
3.11.3 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA
Se ensayó la estabilidad de los sistemas inmovilizados con la enzima nativa y con la
enzima sin dextrano en sílice porosa X030. Tal como se muestra en la Fig. JV.2?, la
dextransacarasa inmovilizada sin dextrano presenta una pronunciada caída en las primeras 6 h
de ensayo, para finalmente terminar estabilizándose, reteniendo cerca del 20% de su actividad
tras 48 h de incubación. A este tiempo, la actividad residual de la enzima soluble sin dextranos
es prácticamente nula. Sin embargo, la especie con dextrano, inmovilizada, muestra una rápida
disminución de actividad que culmina con su total inactivación a las 24 h. Su pérdida de
actividad es, por tanto, mucho más rápida que la de la enzima soluble con dextranos.
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- Figura TV.27. Estabilidad de la dextransacarasa soluble e inmóvilizada ensilice,á 300C en
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3.2 INMOVILIZACION POR ATRÁPAMIENTO EN ALGINATO
3.2.1 RENDIMIENTO DE LA INMOVILIZACION
Aprovechando la estructura supramolecular de la dextransacarasa nativa (con
• dextranos), se inmovilizó por atrapamiento en bolas de alginato cálcico. El tamaño del
• complejo enzima-dextrano evita que éste pueda escapar a través de los poros de la esfera
• pica. Sin embargo, para la enzima sin dextrano no es conveniente utilizar esta
U metodología, ya que posee un tamaño considerablemente inferior, y escaparía por los poros del
• algínato dando lugar a rendimientos prácticamente nulos.3 La dextransacarasa con dextranos fue, en consecuencia, inmovilizada en alginato cálcico
tal como se describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos. Los rendimientos de
inmovilización en alginato fueron muy satisfactorios, oscilando en el intervalo 75-90% de
actividad recuperada.
Tabla IV.9. Inmovilización de la dextransacarasa en alginato cálcico.
mg enzima g de disolución
de alginato 2
Volumen de
disolución
enzimática (mi)
Diámetro de
las esferas
(mm)
Actividad
(U/ml de
biocatalizador)
Rendimiento de
actividad (O/a)
5.6 10 10(5U/ml) 2 3 85
Se prepara una disolución de alginato al 4% (p/v) en agua desionizada y desgasificada. Se pesan 10 g de dicha
disolución y se mezclan con 10 ml de una disolución enzimátíca de actividad 5 U/ml. Tías el proceso de
inmovilización, se obtienen 14 ml de esferas de biocatalizador.
3.2.2 ESTABILIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA
Sc ensayó la estabilidad de la dextransacarasa nativa e inmovilizada, en las condiciones
de reacción. Los resultados de estabilidad de la dextransacarasa inmovilizada en alginato
- cálcico fueron muy positi~ós; la preparación inmovilizada rewvo el 100%. de su actividad
• . al cabo de 48 h, en claro contraste con la enzima. nativa qúe perdió cerca@l 50% desu
• . activida4djrante el mismo tiempo.
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Figura IV.28. Estabilidad de la dextransacarasa nativa (@) e inmovilizada en alginato (O>, a 3000 en tampón
acetato 10 mM (pH 54>.
3.3 ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD EN PRESENCIA DE
DISOLVENTES ORGANICOS
El estudio del comportamiento de la dextransacarasa en presencia de disolventes
orgánicos es de gran interés, ya que los medios de reacción no acuosos pueden modular la
síntesis de nuevos oligosacáridos y productos relacionados mediante la reacción de aceptor. Por
consiguiente, la estabilización de la enzima en presencia de disolventes orgánicos,
especialmente aquellos en los que los sustratos sean solubles, es un paso fundamental.
3.3.1 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD CATALíTICA
En primer lugar, se estudió la actividad catalítica de la enzima, con y sin dextranos,
nativa o inmovilizada -en sílice X030 o en alginato-, en presencia de diferentes concentraciones
de una serie de disolventes orgánicos. Se escogieron disolventes hidrófilos en los que el sustrato
enzimático por naturaleza, la sacarosa, era soluble (dimetilsulfóxido, -DMSO-;
dimetilformamida, -DMF-; dimetilacetamida, -DMA-) y otros de potencial interés (acetona y
2-metil-2-butanol). Los resultados más significativos se exponen en la Tabla IV.10. En la
mayoría de las preparaciones, se produce una disminución considerable de la actividad
enzimática en los diferentes disolventes. Especialmente el 2-metil-2-butanol (alcohol tert-
amilico) reduce drásticamente la actividad de la dextransacarasa, tanto en su forma nativa como
en la inmovilizada en sílice. En la deitransacarasa atrapada en alginato, los efectos má~
-: peijudiciales los producen las amidas (DMF y DMÁ); Sin embargo, en todos los casog, lá
enzima presenta actividad en DM50 Así, en este disolvente al 20% (y/y) la actividad es
1~ptutt4
superior al 80% (con rctecto al control eh tampón) para la enzima nativa e inmovilizada en
alginato, -y no supera el - 6Ó% cf>. las variedades inmovilizadas en sílice (lánto con dextrános~~y~
como sin éilos). . . . . . . ..-....... -
n,suQTcc,
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3.3.2 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD
Se llevó a cabo un estudio de estabilidad en presencia de los disolventes orgánicos
descritos anteriormente, en una concentración del 50% (y/y). Tras 15 mm de incubación, las
enzimas inmovilizadas en sílice X030 mostraron actividades prácticamente nulas, excepto en
presencia de DMSO. Por otra parte, la enzima atrapada en alginato es más resistente a la acción
de los disolventes, como se puede apreciar en la Fig. IV.29, y tolera particularmente la acción
del DMSO.
loo —
so — Enzima nativa
Enzima inmovilizada en alginato
z
:~ 60—
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“ 40-
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Figura IV.29. Actividad residual de la enzima nativa e inmovilizada en alginato tras su incubación
durante 15 mm en presencia de diferentes disolventes orgánicos al 50% (y/y). El alcohol taU-amílico es
el único de los disolventes utilizados que no es miscible al 50% en agua.
La inmovilización en alginato cálcico mejora la estabilidad en DMSO más que en
cualquiera de los otros disolventes ensayados, incluso en mayor medida que en DMA, ya que
en este disolvente, tras 30 mm de incubación, la actividad residual tanto para la enzima nativa
como para la inmovilizada fue cero. Por esta razón, se realizó un estudio del efecto de la
concentración de DMSO (se trabajó al 75%, 50%, 25% y 10% y/y) sobre la estabilidad de la
enzima, tanto nativa como inmovilizada en alginato o en sílice, para encontrar las mejores
condiciones de trabajo en sistemas enzima inmovilizadalDMSO.
Las actividades residuales en presencia de DM50 al 100% y 75%, tras 15 mm de
incubación, frieron nulas, tanto para la enzima nativa como para las variedades inmovilizadas.
La Fig. IV.30 recoge el estudio de las estabilidades en presencia de DMSO (al 10%,
- ~. - 25% y 50%), de las especies nativa e inmovilizadas. Parece claro que la enzima no es capaz. de
mantener: su: actividad a elevádas concentraciones de DM50 Sin embargo, bajo
concentraciones dc DM50 hasta del 250/¿ (y/y), la enzima nativa presenta similar estabilidad a
la ofrecida en tampón (Fig. IV.30. 1).
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En cuanto a las especies inmovilizadas en sílice X030, éstas muestran diferente
comportamiento dependiendo de si la enzima inmovilizada es la nativa o la preparación sin
dextranos. En el caso de la enzima con dextranos inmovilizada en sílice, tanto en tampón
acetato como en presencia de DMSO a diferentes concentraciones, se observa una estabilidad
muy baja, de modo que a las 24 h de incubación la actividad residual es nula en todos los casos
(Fig. IV30.2).
Con respecto a la enzima sin dextranos inmovilizada en sílice, exhibe una disminución
de actividad en los primeros estadios de la incubación. Finalmente la pérdida de actividad se
detiene a las 6 h, manteniendo prácticamente la misma actividad residual (alrededor del 20%)
desde ese instante hasta las 48 h. La enzima en tampón muestra unas actividades residuales
ligeramente superiores con respecto a las que están en DMSO. Estas últimas presentan similares
curvas de estabilidad con independencia de la concentración de DMSO que se utilice (Fig.
IV.30.3).
Por último, la dextransacarasa inmovilizada en alginato retiene cerca del 50% de su
actividad tras 24 h de incubación en DM50 al 50% (y/y), mientras que la enzima nativa perdía
en las mismas condiciones casi toda su actividad a los 15 mm (ver Fig. JV.29).
Sorprendentemente, la presencia de DMSO al 10-25% (y/y) no proporciona un efecto
estabilizador sobre la dextransacarasa inmovilizada en alginato (Fig. IV30.4).
4 REACCION DE ACEPTOR DE LA
DEXTRÁNSACARASA
Con la finalidad de realizar un completo estudio de la reacción de aceptor de la
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, se decidió trabajar con la
enzima nativa así como con la variedad inmovilizada en alginato cálcico (debido a su elevada
estabilidad durante largos períodos) en presencia de maltosa como aceptor.
La reacción se llevó a cabo partiendo de una concentración constante de sacarosa (100
mM), y variando la de maltosa. Concretamente se estudiaron las siguientes relaciones
maltosa/sacarosa: 1/5, 1/1, 2/1, 4/1 y 6/1. Se trabajó a concentraciones relativamente bajas de
sacarosa,porque con concentraóiones superiores a 200 mM? se produce una inhibición alostérica
de la dextransacarasa durante largos periodos de reacción (Tanriseven y Robyt., 1993-).
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4.1 EVOLUCION DE LA REACCION
Se estudió la evolución de la reacción desde los estadios iniciales hasta la finalización de
M ía misma, viendo la variación en la producción con el paso de la reacción. La Fig. IV.32 detalla
el transcurso de la reacción de aceptor (a través de los cromatogramas de HPLC) de la enzima
I nativa empleando una relación maltosa/sacarosa 1:1. El orden de aparición de los productos es
el siguiente: fructosa, maltosa, sacarosa, panosa (63), isomaltosil maltosa (64), isomaltotriosil
mal osa (65) e isomaltotetraosil maltosa (66). Como se puede observar, en las primeras etapas
de la reacción, los picos predominantes son los de los reactivos (maltosa y sacarosa; ver Fig.
I IV 32 2 y 4 h). A medida que la reacción va progresando, aumenta el pico de fructosa(subproducto de la reacción) mientras disminuye el de sacarosa (ver Fig. 1V32, 4 y 6 b). A las
24 b, la reacción se detiene debido al consumo total de sacarosa. Los productos mayoritarios de
M la reacción siempre son los glucooligosacáridos (GOS) más bajos de la serie.
0!-!
Figura IV.31. Estructura de la panosa (G3>.
En cuanto al comportamiento de las enzimas nativa e inmovilizada, la evolución de la
reacción es prácticamente igual en ambos casos. La Fig. IV.33 muestra los principales
I resultados en función de la relación maltosa/sacarosa empleada. A medida que se aumenta
dicha relación, la reacción de aceptor va desplazando a la de formación de dextranos, lo que se
I traduce en un incremento en la síntesis de GOS. De esta forma, si se compara la formación deGOS utilizando relaciones molares 1:5 (Fig. IV.33.c) o 1:1 (Fig. IV.33.b), con la de 6:1 (Hg.
M IV 33 a), se encuentran valores que no superan en el mejor de los casos los 17 g/l frente avalores cercanos a los 40 g/l para la formación de panosa (63). . -
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La Tabla Iv. 11 muestra la producción de GOS (en gramos/litro) en los ensayos
Irealizados con la enzima nativa e inmovilizada en alginato, para diferentes proporciones
maltosa/sacarosa. Con la enzima inmovilizada, se puede apreciar cómo los rendimientos sonM prácticamente iguales a los de la enzima nativa. No obstante, con la dextransacarasa en alginato
se observa mayor producción de GOS de serie alta a medida que se disminuye la proporción
Imaltosa/sacarosa
(aunque los valores de producción son bajos en ambos casos). Así, utilizando
una relación maltosa/sacarosa 1:5, la dextransacarasa inmovilizada dobla su producción
M respecto a la nativa (0.7 gil vs 0.3 g/l de isomaltohexosil maltosa).En cuanto a la proporción maltosa/sacarosa empleada, se observa que cuanto más alto es
el exceso molar de maltosa, mayor cantidad de GOS se producen, pero con menor selectividad.
M Por ejemplo, en la relación 6:1 se consiguen unos excelentes rendimientos en producción de
panosa (alrededor de 35 g/l), en comparación con la relación 1:5 (en tomo a 2.5 g/l). Sin
M embargo, en 1:5 se producen los GOS con mayor tamaño de la serie (hasta isomaltohexaosil
maltosa -G8-), mientras que en 6:1 sólo se detecta formación hasta pentasacáridos -
isomaltotriosil maltosa- -
Tabla IV.11. Producción a las 24 h de reacción de los diferentes SOS obtenidos en función de la
relación maltosa/sacarosa empleada y de la enzima utilizada.
GLUCOLIGOSACARIDOS PRODUCIDOS (gil)
MUESTRA Maltosa/sacarosa
G3 G4 G5 G6 G7 G8
Nativa 1:5 2.4 4.2 3.1 1.4 0.5 0.3
En alginato 1:5 2.6 3.2 2.4 1.7 1 0.7
Nativa 1:1 17.1 12.6 3.5 0.7
En alginato 1:1 11.5 7.4 2.8 . 0.9
Nativa 2:1 20.8 7.2 1.3 0E
En alginato 2:1 20.3 7.7 1.8 0.4
Nativa 4:1 30.8 3.4 0.6
En alginato . 4:1 27 . 3.3 0.7
Nativa .6:1 36 2.8 . 0.7
En alginalo 6:1 35 2.5 0.3
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4.2 REUTILIZACION DEL BIOCATALIZADOR
Con objeto de comprobar la estabilidad de la enzima en condiciones de la reacción de
aceptor, y estudiar la posible reutilización de la enzima inmovilizada en alginato, se diseñaron
experimentos de producción durante largos períodos de tiempo. Para ello, se ensayó con la
enzima inmovilizada, empleando relaciones molares maltosa/sacarosa 6:1 y 1:5. Tras 24 h de
reacción (finalizado el consumo de sacarosa), se separó por filtración la enzima, se lavó con
tampón acetato 10 mM pH 5.5 (para eliminar los productos de reacción que pudieran estar
asociados al sistema inmovilizado) y se volvió a emplear el biocatalizador en idénticas
condiciones de reacción. La actividad catalítica de las esferas de alginato se siguió durante 7
ciclos de 24 h. Como se puede apreciar en la Fig. IV.34, la estabilidad del biocatalizador con
relaciones molares 6:1 de maltosa/sacarosa es sobresaliente (no se observó disminución en la
actividad catalítica). Con relaciones molares maltosa/sacarosa 1:5 se obtuvieron resultados
similares; sin embargo, las bolas de alginato fueron adquiriendo progresivamente un volumen
mayor, debido al dextrano que producía la enzima en estas condiciones, por lo que al séptimo
día de ensayo tuvo lugar la descomposición de la esfera de alginato.
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1. PURIFICACION DE LA CGTasa
Se emplearon dos metodologías diferentes para la purificación de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501. Es fundamental que la preparación final sea pura para los
experimentos posteriores de modificación química, ya que si la CGTasa se viera contaminada
por otras enzimas, los cálculos y, sobre todo, la interpretación de los resultados de modificación
serían ambiguos. En primer lugar, se utilizó el protocolo basado en las propiedades de la matriz
tiofilica AFFI-T que fue diseñada para purificar inmunoglobulinas, y se propuso por Novo
Nordisk para la purificación de la CGTasa. La matriz AFFI-T está formada por ligandos no
proteicos, tiofilicos, inmovilizados sobre una agarosa activada con divinilsulfona. En términos
prácticos, dichos ligandos interaccionan con los grupos tiol, amino e hidroxilo de las proteínas
(Porath y Belew, 1987; Hutchens y Porath, 1987). El factor de purificación (en tomo a 3), y
especialmente, el rendimiento de la purificación (cercano al 13%) no se consideraron
satisfactorios.
Los experimentos de modificación química recogidos en esta Memoria requieren
cantidades importantes de proteína (alrededor de 3 mg por ensayo). Esto se debe a que la
CGTasa una vez modificada debe someterse a un estudio completo de actividades, tanto a
tiempos cortos como a tiempos largos, así como a su caracterización (determinación de pI,
electroforesis, grado de modificación, etc.). Por otro lado, estos estudios deben hacerse, en la
mayoría de los casos, por duplicado ya que no sólo se trabaja con la CGTasa modificada, sino
también con un control de la enzima nativa en ausencia del agente modificante. En definitiva,
se decidió desarrollar otra metodología de purificación con la que se consiguiesen mejores
resultados, fundamentalmente en lo que a recuperación final de CGTasa pura se refiere. Para
ello se utilizó la cromatografia de afinidad con una Sepharosa activada con a-ciclodextrina.
Con este sistema se lograron rendimientos próximos al 70% y factores de purificación en tomo
a 4-5. Por lo tanto, se obtuvo una significativa mejora (en particular con respecto al rendimiento
-aumentado unas 5 veces-). La explicación de la interacción específica gel/proteína se deduce
de la propia estructura de la CGTasa de Thermoanaerobacter. Esta enzima posee una elevada
afinidad por las moléculas de ciclodextrinas (especialmente por c~- y 3-ciclodextrina), gracias a
su conformación del centro activo, en el que el residuo de Phe 196 se. dispone de forma
dominante actuando como modulador (eje de delación) en los. proqesos de ciclación y
-a.cop]arnien.to. Por 4o tanto, la CGTasa se unirá específicamente a la ciclodextrina inmovilizada
en la matri~ de Sepharosa y no sólo a través de la interacción éntre la Phel96 y la ciclodeíttina,
sino de otros muchos residuos del centro activo (Asp, Glu, Tyr, His, Lys y Arg) que reconocen
la ciclodextrina permitiendo que se acomode perfectamente en la estructura proteica. -
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Como resultado, se consigue una recuperación satisfactoria de la enzima, si la comparamos
I con la AFFJ-T, en la que las interacciones eran mucho menos selectivas.
Por todo ello, los experimentos de modificación química que se describen en esta
I Memoria se han realizado a partir de la COTasa purificada en un gel de Sepharosa activada con
a-ciclodextrina.
2. MODIFICACION QUIMICA DE LA CGTasa
Actualmente algunas empresas y grupos de investigación están desarrollando un
rn esfuerzo importante para obtener mutantes de CGTasas termoestables que produzcanmayoritariamente una de las ciclodextrinas (a-, 3- o y-ciclodextrina). A pesar de que se han
I realizado numerosos trabajos para ampliar el conocimiento del mecanismo de acción de estasenzimas, todavía no se conoce con certeza de qué parámetros depende la selectividad de la
U reaccion. La modificación química, como herramienta complementaria, puede aportarinformaciones adicionales sobre las actividades catalíticas y los factores que las rigen. Dichos
estudios es conveniente complementarlos con técnicas fisico-quimicas a fin de comprobar que
I la modificación no ha dado lugar a cambios conformacionales considerables. En la actualidad
estamos analizando mediante algunas de estas técnicas si dichos cambios han tenido lugar con
nuestras especies modificadas.
Para la interpretación de los resultados de las modificaciones químicas realizadas sobre
la CGTasa de Therinoanaerobacter sp. 501, se realizaron unos estudios complementarios deu
accesíbílídad de los aminoácidos de la. enzima (ver Anexo II). Dichos estudios son ampliamente
I empleados en investigación de modelado molecular, pudiendo aplicarse para calcular laaccesibilidad de los átomos y residuos superficiales, tanto de proteínas como de ácidos
nucleicos. En la presente Memoria, esta información adicional permite establecer hipótesis
I acerca de qué aminoácidos podrían considerarse los más susceptibles de ser modificados, en
función de su mayor exposición al medio. Por otro lado, la interpretación del papel de los
I distintos aminoácidos en la actividad catalítica se ha realizado empleando la estructuracristalina de la CGTasa de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (Tabium-CGTasa). Las
I secuencias de aminoácidos de las CGTasas de Thermoanaerobacter y Tabium muestran unagran hoifiología (91%, yer Anexo III), por lo que se asume una similar arquitectura para ambas
É
enzimas. Con respecto a los tipos de residuos sobre los que se~ ha realizado modificación
química, 22 de 24tys, 40 de 43 Asp, 15 de 17 Glu y la única Cys ocupan la misma posición en
la secuencia de aminoácidos de ambas enzimas.
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2.1 MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO DE LA CGTasa
Los estudios de la selectividad cL:37y-ciclodextrina en función del pH realizados sobre la
CGTasa nativa (ver Fig. IV.5) conducen a pensar que, a no ser que se produzcan
modificaciones químicas cuantitativas que afecten de forma pronunciada al balance de cargas
positivas-negativas de la proteína, la selectividad de la reacción no variará significativamente.
Por ello, se buscaron modificaciones extensivas mediante la acilación de los grupos amino de la
CGTasa. Sin embargo, y a pesar del alto grado de sustitución conseguido (en torno al 85%), no
se consiguió variar significativamente la selectividad de producción de ciclodextrinas (ver Fig.
IV.14). No obstante, los resultados de la acilación de los grupos amino de la CGTasa de
Thermoanaerobacter sp. 501, demuestran que los residuos de Lys de esta proteína son
fundamentales en sus procesos catalíticos. Tanto mediante acetilación como succinilación, las
actividades de ciclación y acoplamiento son las más perjudicadas, mientras que las actividades
de transferencia e hidrólisis se ven menos afectadas. Por ello, las actividades a tiempos largos
de ambas especies modificadas muestran un aumento en la producción de oligosacáridos en
perjuicio de la síntesis de ciclodextrinas. En cualquier caso, el comportamiento de las enzimas
modificadas presenta matices diferentes dependiendo del reactivo empleado, como cabe esperar
de la distinta carga de los agentes modificantes.
2.1.1 ACETILACION
La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 es una glicosiltransferasa que exhibe una
actividad de hidrólisis (actividad a-amilasa) excepcionalmente alta. La modificación química
de sus grupos amino con anhídrido acético produce un significativo desplazamiento hacia su
actividad a-amilasa, ya que, tras la modificación, aumenta su actividad de hidrólisis mientras
que el resto de actividades (especialmente la ciclación y el acoplamiento) disminuyen
considerablemente.
Estos resultados sugieren la participación de uno o más grupos amino en los procesos de
transglicosilación -probablemente a través de la formación de puentes de hidrógeno- y permiten
avanzar en el estudio del diferente comportamiento de las CGTasas y las a-amilasas, dos
grupos de enzimas estructuralmente muy relacionadas. En la reacción de ciclación, la cadena de
amilosa se. dispoñe en forma espiral en totno a la Phel96 (eje de cicláción) - creándose un
complejo - de inclusión. Asimismo, las ciclodextrinas formadas durante la reacción pueden
acceder al centro activo de la enzima desde el medio de reacción, por interacción con el eje de
cíclación; produciéndose la posterior reacción de acoplamiento. Por lo tanto, el hecho de que las
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actividades de ciclación y acoplamiento experimenten un descenso considerable tras la
I modificación es síntoma de que se han alterado los contactos que se establecían entre la
ciclodextrina y el centro activo (ya fuera durante su formación -ciclación- o durante su
degradación -acoplamiento-).
En este punto conviene recordar que el centro activo de la CGTasa, además de la tríada
I catalítica (Asp23O, Glu258, Asp329) y el eje de ciclación (Phel96), presenta al menos sietesubsitios (designados 2’, 1’, 1, 2, 3, 4, y 5) en los que se sitúa el sustrato (cadena de
lígosacárido o ciclodextrina), y en los que se producen interacciones específicas que resultan¡ unamenaes para el rendimiento global de la reacción (ver Fig. 1.13). En concreto, se ha
postulado que el aminoácido Lys47 desempeña una función primordial en la estabilización del
subsitio 3 (S-3) mediante la creación de un puente de hidrógeno con la glucosa en dicha
posición (Wind y coN., 1998a). En el caso de que la Lys47 fuera acetilada, se produciría un
I efecto doble: por un lado, la cadena lateral del aminoácido aumentaría de tamaño; además, al
cambiar la carga del residuo de positiva a neutra, éste perdería su capacidad de donador de
t para la formación de puentes de hidrógeno. Por lo tanto, estas alteraciones se podríanpro ones
traducir en la interrupción del contacto entre la Lys47 y la glucosa en S-3. Esto explicaría la
I notable reducción de la actividad de cielación, ya que es requisito imprescindible que la amilosainteraccione en S-3, favoreciendo la torsión de la cadena de azúcar y, en definitiva, la posterior
formación de la ciclodextrina. Por el mismo motivo disminuiría la actividad de acoplamiento.
Conviene reseñar, que la principal reacción catalizada por la CUTasa de cualquier
especie es la transferencia (Nakamura y cols., 1994a). Las ciclodextrinas únicamente serán
I producidas cuando el extremo no reductor de la cadena de amilosa escindida sea reconocida por
el sitio de unión de aceptor (subsitios S-1’ y S-2’). La diferencia fundamental entre los
I mecanismos de las reacciones de hidrólisis y de transferencia catalizadas por la CUTasa resideen la molécula que actúa como aceptor: el agua (en el caso de la hidrólisis) o el grupo hidroxilo
M c 4 de un carbohidrato (en el caso de la transferencia). La explicación que se deriva de la bajaactividad de transferencia en la CGTasa acetilada involucraría a residuos de lisina que
pertenezcan al sitio de unión de aceptor. En este caso, la Lys233 es un residuo clave en laU estabilización del subsitio 5-2’, concretamente a través de un puente de hidrogeno entre el s-N
de la Lys y la glucosa de S-2’ (ver Fig. 1.1 1). La acetilación del amino de dicha usina supondríaU.
la ruptura del puente de hidrógeno, siguiendo el mismo razonamiento sugerido én el caso de la
modificación de la Lys47. Así pues, lot sustratos lineares que actuasen como aceptores vedan
U .. dificultada só unión al sitio de aceptor, reduciéndose por ello lá reacción de trañsferencia. Sin
embargo, esta alteración no perjudicaría a la reacción de hidrólisis, ya que el agua tiene muchos
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menos requerimientos espaciales y es más fácilmente activada; además, su unión al sitio de
aceptor únicamente depende del subsitio S-1’ (que no se ve afectado).
De ahí que en las actividades a tiempos largos se aprecie un aumento de la síntesis de
oligosacáridos, consecuencia de la actividad hidrolítica sobre las cadenas de azúcar en el centro
activo (Alcalde y cols., 1999).
0LU253
ASP329 - ASP23O
LYS233
LYS47
PJ-11Z196
¿ 9$
~ u4L}
Figura V.1. Disposición de las Lys47 y Lys233 en el centro activo. En azul se muestra el eje de
ciclación, en rojo la triada catalítica, en verde las Lys47 y Lys233 y en amarillo el segundo sitio cJe unión
de maltosa. Estructura tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab
ViewerLite 3.10 (MSI).
De los cálculos de accesibilidad de las cadenas laterales de las Lys de la CUTasa (Tabla
“7.1), se deduce que la Lys47 muestra una elevada exposición al medio de reacción, apoyando
la hipótesis de su modificación como principal causa de la pérdida de actividad de ciclación.
Del mismo modo, la Lys233 también es probable que haya sido acetilada. El alto grado de
modificación (85%) implica que únicamente 4 lisinas (probablemente las Lysl32, Lys399,
Lys5lO y Lys557, todas ellas con accesibilidades relativas inferiores al 7%) posiblemente no
hayan sido modificadas.
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U Tabla V.1. Accesibilidad de una molécula de agua (absoluta y relativa) con respecto a las cadenas
laterales de los residuos de Lys de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 (se incluye el grupo
mino terminal). Los cálculos se han realizado asumiendo la similitud entre las estructurasu de la Tabium-CGTasa y la COTasa de Thermoanaerobacter En el Anexo II se recogen
los datos completos de accesibilidad.
RESIDUO
Accesibilidad
del agua
Absoluta Relativa
RESIDUO
Accesibilidad
del agua
Absoluta Relativa
(A2) (%) (A2) (%)
ct-NH
2 29
Lys47 32 67 Lys393 24 50
Lys48 11 24 Lys399 3.3 7
Lys6O 11 23 Lys4lO 37 77
LyslO7 13 27 LysSlO O O
LyslO8 44 93 LysS47 42 87
Lysl32 1.5 3.2 Lys549 28 59
Lys2l3 15 31 Lys557 1.3 2.6
Lys2l7 10 22 LysS63 18 37
Lys233 6.2 13 Lys6l7 48 101
Lys24l 13 27 Lys648 5.7 12
Lys289 7.2 15 Lys65l 21 44
Lys392 49 103 Lys652 21 43
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2.1.2 SUCCINILACION
A pesar de que los grados de modificación obtenidos tanto con la acetilación (85%)
como con la succinilación (80%) son similares, los resultados en las actividades son muy
diferentes. La succinilación de los grupos amino de la CUtasa no supone una pérdida
importante de sus actividades de ciclación o acoplamiento, mientras que la hidrólisis es
prácticamente la misma que en la especie nativa, y experimenta un sorprendente aumento la
actividad de transferencia.
Una vez más, se debe discutir la importancia de los residuos de Lys47 y Lys233 en la
actividad de la enzima. La hipotética succinilación de la Lys47, aunque provocaría un cambio
en el tamaño de la cadena lateral, permitiría seguir interaccionando con la glucosa en S-3, ya
que el grupo amino de la cadena lateral de la Lys es reemplazado por un grupo carboxilo que
mantiene su capacidad de formar puentes de hidrógeno. En el pH del medio de reacción (5.5),
es muy probable que las lisinas succiniladas se encuentren en forma de anión carboxilato
(cargado negativamente) el cual es susceptible de formar puentes de hidrógeno, al actuar como
aceptores de protones los dos oxígenos del carboxilato. Esto podría explicar que no disminuyan
notablemente las actividades de ciclación, y por ende las de acoplamiento.
- En cuanto a la Lys233, y empleando la misma línea argumental, su modificación
supondría cambios en las interacciones con la glucosa del subsitio 5-2’, que favorecerían la
unión de oligosacáridos al sitio de unión de aceptor.
Como se describió en el capítulo de Introducción (apartado 2.6.2), la unión de la amilosa
a la CGTasa se realiza en una zona alejada del centro activo: el sitio de unión de almidón, el
cual se compone de dos sitios de unión de maltosa interconectados. La cadena de almidón,
unida en su región específica, accede al centro activo a través de un largo canal. La Lys233 no
sólo es fundamental en la estabilización del sitio de unión de aceptor de la CGTasa, sino que
está posicionada en el límite entre el canal de almidón y el centro activo (Knegtel y cols., 1995).
En definitiva, este residuo actúa como modulador de la entrada de sustratos lineares al centro
activo, y su posible succinilación beneficiaría los procesos de transferencia (en los análisis de la
actividad a tiempos largos, se puede apreciar un considerable incremento en la síntesis de
oligosacáridos -de 3.5% de almidón convertido en oligosacáridos a 4.4% en la enzima
succinilada-).
El siguiente reto será poner en práctica diversas Ñacciones con aceptores- variados para
Ia-obtenéión de sustancias de altavalol’ añadido. La reaécián de transferencia permite sintetizar
azúcares que numerosas veces muestran propiédades mejoradas: mayor poder edulcorante,
incremento de su solubilidad en agua, aumento de su estabilidad frente a agentes químicos,
estimulación de tifidobacterias de la microflora intestinal, etc.
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2.2 MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO DE LA
CGTasa
La modificación química de los grupos carboxilo de la CGTasa condujo a grados deE
sustitución relativamente bajos, especialmente si se comparan con los conseguidos en la
acilacíón de los grupos amino. Una posible explicación se extrae del análisis de las3 accesibilidades de los grupos polares de las cadenas laterales (ver Tabla V.1 y Tabla V.2). Así,
alrededor de la mitad de los residuos carboxílicos de la CGTasa presentan accesibilidades
I inferiores al 10% (la mayoría de ellos no superan el 3%), en contrapartida con los grupos
amno de los que tan solo un 15% del total presentan accesibilidades tan bajas. Por otro lado, la
I mod fcación con carbodiimida y una amina nucleófila no es tan directa como en la acetilacióno succinilación de la proteína. Se trata de una reacción que transcurre en dos pasos
Mc
onsecutivos, y que está limitada por la naturaleza de la carbodiimida (un compuesto muy
nestable, con una vida media corta, y un elevado tamaño molecular que puede dificultar su
acceso hasta los residuos más escondidos). Como consecuencia de todo ello, los grados de
I modificación no superaron en el mejor de los casos el 8%.
Estudios preliminares de mutagénesis dirigida sobre la tríada catalítica de la CGTasa
I dieron lugar a una pérdida absoluta de las actividades de la enzima (Knegtel y cols., 1995). Las
accesibilidades relativas del Asp23O, Glu258 y Asp329 son 0, 5.4 y 12% respectivamente, por
I lo que es poco probable que se vean sometidas a modificación. No obstante, se decidió protegerel centro activo con acarbosa durante la modificación. Este inhibidor competitivo es un análogo
de la maltotetraosa, y se une en los subsitios del centro activo 5-2’, 5-1’, S-1 y 5-2, aislando de
sta manera la tríada catalítica de la posible modificación química (Villete y cols., 1993;
I
Strokopytov y cols., 1995). Esta molécula no es escindida por la CGTasa debido a sus
propiedades inhibitorias derivadas de la ausencia de un grupo hidroxilo en la posición C6 del
anillo B (ver Fig. JV.16).Con independencia del nucleófilo empleado durante la modificación
I química, la tendencia general fue una disminución de las actividades de ciclación y
acoplamiento, y en menor medida de hidrólisis y transferencia. En consecuencia, existen uno o3 varios residuos carboxílicos (diferentes de los de la tríada catalítica) que también participan de
-algún modo en las Actividades de la CGTasa. Con los experimentos de modificación quimida
• desarrollados, se han sustitui o entre 3 y 5 carboxilos (cfrpendiendo del núcleófilo empleado).
• Tras el análisis de la estructura dé la CGTasa de Thermoanaerobacttr sp. 501, y teniendo en
cuenta las accesibilidades relativas de los grupos carboxilicos (hay 18 residuos con
3.. accesibilidades -superiores al 40%; y de -éstos, 5 Son mayores del 70%), se sugiere la hipótesis.
- de que la modificación de. los residuos ácidos de la CGTasa podría afectar a los subsitios del
centro activo y a la región de influencia del eje de ciclación.
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Tabla V.2. Accesibilidad de una molécula de agua (absoluta y relativa) con respecto a las cadenas
laterales de los residuos Glu y Asp de la COTasa de Thermoanaerobacter (se incluye el grupo carboxilo
terminal). Los cálculos se han realizado asumiendo la similitud entre las estructuras tridimensionales de
la Tabium-CGTasa y la COTasa de Thermoanaerobacter Para más información consultar Anexo II.
Accesibilidad Accesibilidad
RESIDUO del agua RESIDUO del agua
Absoluta (A2) Relativa (%) Absoluta (A2) Relativa (%)
Asp3
AspI 5
Asp23
Asp27
Asp37
Asp4O
Asp53
Asp63
G1u81
Asp89
Asp 105
AspI 18
Aspi 36
Glu 147
Asp 149
G1u 154
Aspi 60
Asp17l
G1u 188
Aspi 89
Aspi 97
Asp200
Asp2O2
Asp2O9
Asp221
Asp225
Asp23O
Asp245
Glu258
.Glu265
1.3
0.8
0.9
12
69
10
o
17
16
13
0.3
34
3.2
38
27
9.3
31
75
4.2
2.8
16
2.1
21
4.0
39
4.3
o
6.7
4.1
-31
2.4
1.5
1.8
21
126
19
o
32
21
24
0.6
62
5.8
so
49
12
57
122
5-5
5.2
29
3.9
38
-7.3
• 72
o
12
5.4
- - . - 41
Asp267
01u276
Asp283
Asp296
Asp299
Asp3O5
Asp3l4
Asp32O
Asp326
Asp329
Asp33l
GIu343
GIu363
Asp37l
Asp382
Asp4l7
01u422
Asp458
Glu486
Asp5l8
GIu542
Asp543
Glu545
Glu599
GIu609.
-Asp6I4
Asp636
Glu646
01u660
Asp68O
&COOH
12
32
0.1
26
23
19
37
5.4
2.5
6.6
41
5.2
o
18
30
16
1.4
o
7.9
0.4
34
31
8.3
13
o
31
3.9
58
o
-36
-284
23
42
0.2
47
43
35
68
10
4.6
12.1
76
6.9
o
34
55
29
1.8
o
10
0.7
44
56
II
17
0
- 56
7.1
76
o
67
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2.2.1 SUBSITIOS DEL CENTRO ACTIVO
Durante la modificación química, la molécula de acarbosa protege los subsitios S-2, S-l,
E S-1 ‘y S-2’, pero no el resto de subsitios (de S-3 a S-5). En la región proximal al subsitio S-5,
denominada por Strokopytov y cols. (1996) como subsitios 5-6 y S-7, tienen lugar interacciones
I del sustrato (mediante puentes de hidrógeno) con los grupos ácidos del Glu147, Aspl49 yAspl7l. La elevada accesibilidad relativa de dichos residuos (50, 49 y 122% respectivamente)
U probablemente favorecería la modificación con carbodiimida, traduciéndose en último términoen la desestabilización de la formación de la ciclodextrina. En colaboración con el Dr. Carsten
Ande sen de la empresa Novo Nordisk, se han realizado estudios paralelos de mutagénesis
dirigida sobre los residuos Glu147 y Aspl49 de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501,
corroborando nuestra hipótesis sobre el importante papel de dichos aminoácidos en la actividad
catalítica. Por otro lado, el Asp89 que se dispone adyacente a la Lys47 (Wind y cols., 1 998a),
en el supuesto caso de que se viera modificado, podría interrumpir la interacción existente entre
la Lys47 y la glucopiranosa en S-3 lo que repercutiría en una disminución de la actividad de
cíclacion y acoplamiento.
Asimismo, el Asp37l desempeña una importante misión, ya que estabiliza junto con laU Arg375, el residuo de glucosa en 5-2 (Knegtel y cols., 1996). Sin embargo, es poco probable
que este residuo haya sido modificado, ya que a pesar de su accesibilidad relativa (34%),¡ durante el proceso de modificación se ve protegido por la molécula de acarbosa.
2.2.2 REGION DE INFLUENCIA DEL EJE DE CICLACION
El Aspl97 posee una accesibilidad relativa cercana al 30%, y aunque no es de los
residuos más expuestos, conviene destacar su importancia en la actividad de la CGTasa. Este
I aminoacido está situado próximo al eje de ciclación de la CGTasa, y una alteración en suestructura podría variar las interacciones que establece la Phe 196 con los sustratos lineares para
I formar productos cíclicos, o con las ciclodextrinas durante la reacción de acoplamiento. Estahipótesis se ve reforzada por los trabajos de Wind y cols. (1998a), en los que el mutante D197H
en la Tabium-CGTasa presenta menores actividades de ciclación y acoplamiento que la enzima¡ - nativa. Los variaciones producidas tras la modificación, entre el Aspl97 y la región de
influencia de la Phel96 se desconocen. Se hace necesario el estudiocristalográfico detallado de
- esta-zona en presen9ia de sustfatos- cíclicos parapodercomprender en proflrndidad el papel que
• desempeña el Asp 197 durañte las reacciones de formación o degradación de ciclodextrinas.
- - . . y ~ — .~..• pI.p’fl.. 4... 7 - -
— . 4 •‘—-•--r’-.
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Figura V.2. Aminoácidos carboxílicos más importantes en la actividad de la COTasa. En azul se
muestra la triada catalítica y el eje de ciclación, en rojo los residuos carboxilicos. Los Aspl49, Glu147 y
Aspl7l están situados en la región S-6/S-7. El Mp 197 está en la región de influencia de la Phel 96. El
Asp8S aparece en S-3. El Asp37l se sitúa en S-2 muy próximo a la tríada catalítica. Estructura
tridimensional procesada con el programa de simulación molecular WebLab ViewerLite 3.10 (MSI).
Por último, las diferencias observadas en las actividades de las especies modificadas
con taurina, con éster etílico de glicina o con éster metílico de norleucina derivan de la propia
estructura de estos nucleófilos. En el caso de la taurina, al conservar la carga negativa tras la
modificación podría establecer contactos alternativos (mediante puentes de hidrógeno) a los que
presentaba la enzima nativa, disminuyendo en parte los efectos perjudiciales de la modificación.
Con respecto a la modificación con glicina o norleucina, esta posibilidad se ve debilitada
debido a que en ambos casos se transforma la carga negativa en neutra, de ahí su mayor pérdida
de actividad y su similar comportamiento.
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En resumen, la modificación de los grupos ácido de la CGTasa conduce a un descenso3 de actividad de ciclación y acoplamiento, y levemente de hidrólisis y transferencia. Sin
embargo, estas modificaciones no afectan de manera significativa al comportamiento de la3 enzima a tiempos largos (y en particular a su selectividad), ya que aunque emplea más tiempo
en alcanzar el equilibrio de reacción (debido a su menor actividad inicial), finalmente logra
I producciones equivalentes a las de la enzima nativa (especialmente en el caso de la variedadmodificada con taurina).
2.3 MODIFICACION DE LA CYS DE LA CGTasa
La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 posee un residuo de Cys en la posición 585.
Debido a su localización cercana a los sitios de unión de maltosa, y por ser el único residuo de3 Cys en la enzima, se consideró interesante modificarlo para evaluar el papel de este aminoácido
en las actividades de la CGTasa. Sin embargo, tras numerosos intentos con diferentes reactivos
U -comúnmente utilizados en este tipo de modificaciones-, como son el disulfuro de 2,2’-dipiridilo o el ácido 5,5 ‘-ditiobis--(2-nitrobenzoico), no se consiguió acceder al residuo de Cys.
m endo la enzima a condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS o urea) tampoco seU
logro la modificación química. Una posible explicación de la ausencia de reactividad es que la
CysS85 no fuera excesivamente accesible a los agentes modificantes. Efectivamente, si seI analiza la accesibilidad de este residuo se comprueba que es O (ver Anexo II), lo que conduce a
pensar que se encuentra resguardado del medio.
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3. INMOVILIZACION DE LA DEXTRANSACARÁSA
r ed La búsqueda de oligosacáridos de interés industrial sintetizados por la dextransacarasa,equiere como paso previo la inmovilización de la enzima que facilite su recuperación del
o de reacción, la reutilización del catalizador y, posiblemente, el aumento de su estabilidad
• m
operaciona. De entre todos los soportes empleados en inmovilización de la dextransacarasa, se
E
e scogieron la sílice porosa y el alginato cálcico. El primero de ellos permite una inmovilización
covalente de la enzima que en teoría podría conducir a un aumento de la estabilidad del
catalizador (admitiendo la formación de enlaces multipuntuales entre la enzima y el soporte).
I Los trabajos anteriores con este tipo de soportes (López y Monsan, 1980; Monsan y López,1981a; Monsan y López, 1981b; Monsan y cols., 1987) no aportaban ningún dato de
E estabilidad, por lo que se consideró conveniente investigar este punto. En cuanto al alginatocálcico, suponía un adecudado sistema de inmovilización por atrapamiento, aprovechando la
estructura macromolecular del complejo enzima-dextrano.
3.1 INMOVILIZACION CO VALENTE EN SILICE POROSA
El área específica superficial de la sílice y su diámetro de poro son parámetros¡ importantes en este tipo de inmovilizaciones. De hecho, mientras que para muchas enzimas las
E condiciones óptimas de inmovilización suponen áreas superficiales en tomo a 100 m
2/g, la
dextransacarasa obtiene tanto mejor resultado cuanto menor es el área superficial del soporte (o
mayor es su diámetro de poro). En efecto, cuando se inmovilizó la enzima sobre soportes con
E áreas de 185 m2/g (150 A de diámetro de poro) el rendimiento fue prácticamente la mitad del
obtenido con sílice de 50 m2/g (600 A de diámetro de poro). La explicación de este resultado se
I puede extraer de la estructura y del comportamiento intrínseco de la enzima. En primer lugar,
el tamaño macromolecular del complejo dextrano-enzima influye sobremanera en la unión de
E la enzima a la sílice, que penetrará con mayor dificultad en el poro del soporte a medida que eldiámetro de éste sea más reducido. Además, una vez que la dextransacarasa es inmovilizada
E sobre sílice activada, su acción dentro de los poros genera un incremento de la viscosidad del- medio como consecuencia de la producción de dextrano, lo que se traduce en limitaciones
difusionales. En este caso el fenómeno de transferencia de niasa está en gran medida limitado¡ tanto para el sustrato -desde el-medio dereaccióñ hacia la dextransacárasa inmovilizada-, como
para los productos -d&de el microentorno de la enzima hacia la disolución de trabajo-.
3 Una vez~ establecidos los rendimientos de la inmovilización en los diferentes soportes
U . silícéos,se decidió trabajar con uña prepáración de dextransacarása• sin dektranos y con él
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soporte de menor área específica. La principal finalidad de la eliminación del dextrano es
facilitar el contacto entre la dextransacarasa y el soporte ya que, como se ha descrito, el
complejo dextrano-enzima sufre serios problemas estéricos en su interacción con los grupos
activos del soporte. Además, los trabajos previos citados en la literatura de eliminación de la
cubierta de dextranos se realizaron con el objeto de tener acceso a determinados residuos de la
enzima durante experimentos de modificación química (Funane y cols., 1993; Funane y cols.,
1995). Sin embargo, este trabajo es el primero en el que se hace uso de la dextransacarasa sin
dextranos para facilitar su inmovilización covalente a un soporte. De hecho, las uniones que se
producen entre la enzima y la sílice activada con glutaraldehído involucran a los aminoácidos
de Lys de la enzima -74 residuos- (Douglas y cols., 1989) que en la dextransacarasa nativa se
encuentran en su mayor parte ocultos por el dextrano envolvente, lo que dificulta este tipo de
inmovilización. Por lo tanto, la eliminación de la cubierta de dextranos tiene una doble ventaja:
facilitar el acceso de la enzima al interior del poro, y permitir un mayor número de contactos
covalentes con el soporte. Esta hipótesis se vio confirmada al lograrse un mayor rendimiento de
inmovilización (22 veces superior al de la enzima nativa), lo que supone los mejores resultados
descritos hasta el momento en inmovilización de la dextransacarasa sobre sílice porosa. No
obstante, el valor absoluto del rendimiento (13%) se puede considerar bajo, por lo que es
necesario profundizar más en las interacciones dextransacarasa/sílice.
1. Dextransacarasa nativa 2. Dextransacarasa sin dextrano
N 2 U,
Ni]
E
• NR, NR,
NI U,
Dextrano
N
NR
Figura V.4~ Inmovilización covalente de la-dextransacarasa en sílice porosá: .1. Enzima con dextranos,
que originan un impedimento estérico en el acceso a los poros del soporte, y reducen el númeró de
contactos posibles entre las Lys de la enzima y la sílice. 2. Enzima sin dextranos. Se aumenta el
• rendimiento de la inmovilizacióti como conse¿uencia del incremento de interaecioneé y el menor
tamaño le la dextransacarasa. E:enzima:
Lisina
• NR:
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Respecto a la estabilidad de la enzima inmovilizada, se deben discutir varios aspectos.
En primer lugar, la eliminación del dextrano de la dextransacarasa disminuye de manera
drástica la vida media. Se ha demostrado que la asociación del dextrano confiere a la enzima
U propiedades añadidas de estabilidad y solubilidad en agua. Es más, dependiendo del contenido
relativo de dextrano, las estabilidades varían considerablemente. Por ejemplo, preparaciones de
Idextransacarasa
con un contenido en dextrano de 2 g/l tienen una vida media a 370C de 3 h. Con
1.5 g/l l vid media se reduce a 38 mm (Willemot, 1993). Por ello, la preparación de
Idextransacarasa
purificada da lugar a una pérdida considerable de actividad a partir de las 6 h
de incub ión. En el trabajo de la presente Memoria, cuando la dextransacarasa (tanto con
dextrano como sin él) fue inmovilizada, su comportamiento en el medio de reacción cambió
considerablemente. La enzima nativa inmovilizada sufrió una clara desestabilización (su
actividad es nula a las 24 h). No obstante, se trata de los primeros resultados de estabilidad
descritos en la literatura con este tipo de inmovilización. Parece claro que las pocas
interacciones que se producen entre la dextransacarasa y la sílice no confieren propiedades
añadidas de estabilidad -al menos en tampón acetato 10 mM pH 5.4-, sino que repercuten de
forma negativa sobre el comportamiento de la enzima. Probablemente, la orientación del
Icomplejo
dextrano-enzima durante la inmovilización no sea la más adecuada; además, la
limitación en el número de contactos entre la enzima y el soporte supone que, en la mayoría de
I os casos, la dextransacarasa se unirá a éste únicamente por las regiones donde la capa de
extrano sea más tenue y las Lys estén más expuestas. Para corroborar dichas hipótesis sería
adecuado realizar experimentos de inmovilización en presencia de inhibidores análogos
Ireversibles,
que protejan el centro activo y eviten una orientación incorrecta durante la unión a
la sílice.
cuanto a la preparación sin dextranos, presentará muchos más sitios de unión por lo
nteracción entre la enzima y el soporte no será tan restringida. De ahí que se consigaU que la
stabílízar finalmente la preparación sin dextranos, reteniendo cerca del 20% de su actividad
U tras 48 h de incubación (aunque la pérdida inicial de actividad es más rápida que la de la enzima
soluble). Estos resultados sugieren la posible existencia de varias poblaciones de
U extransacarasa inmovilizada, con menor o mayor número de interacciones enzima-soporte, y
que dan lugar a curvas bifásicas de estabilidad.
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3.2 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO EN ESFERAS
DE ALGINATO CÁLCICO
Con este tipo de inmovilización se han conseguido rendimientos excelentes a partir de
preparaciones de dextransacarasa nativa (con dextranos). Precisamente se aprovecha la peculiar
conformación de la enzima para obtener elevados rendimientos de inmovilización.
Generalmente una preparación nativa de dextransacarasa contiene menos del 3% de proteína
pura; el resto esta constituido por dextrano (en tomo al 70%), polietilenglicol (19%), acetato
sódico y agua. Este elevado contenido de dextrano confiere a la enzima unas características
especiales: los dextranos no pueden difundir a través de la red de alginato, por ello el complejo
dextrano-enzima evita la salida de la dextransacarasa. Otra explicación alternativa a este
fenómeno sería la formación de agregados supramoleculares entre varias moléculas de
dextransacarasa y el dextrano (ver Fig. 1.17).
Como resultado del atrapamiento en alginato, la dextransacarasa es mucho más estable
que la enzima nativa, o que las preparaciones inmovilizadas en sílice. La principal ventaja que
otorga esta inmovilización con respecto a la unión covalente en sílice porosa, reside en la
ausencia de impedimentos estéricos durante los procesos catalíticos. Mientras que en la esfera
de alginato la dextransacarasa retenida posee absoluta libertad de movimiento, y los sustratos
difunden a través de los poros del gel con facilidad, la dextransacarasa inmovilizada en sílice
presenta una orientación determinada e invariable, que limita (especialmente en el caso de la
preparación con dextranos) su actividad catalítica.
3.3 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD Y ESTABILIDAD EN
PRESENCIA DE DISOLVENTES ORGANICOS
La utilización de disolventes orgánicos en reacciones de síntesis catalizadas por enzimas
produce dos efectos principales:
-Los disolventes pueden incidir sobre la tasa hidrolasa/transferasa de la enzima, al
disminuir la actividad de agua, variando la posición final de equilibrio de la reacción.
- . -Los disolventes, influyen en-la solubiJida4 de los diferentes productos de la reacción, e
incluso afectan a las interacciones. enzima-sustrato, modificándose de esta forma la selectividad.
de la reacción. Además, comó consecuencia de esas diferencias de solubilidad, se facilita la
recuperación de los productos y/o el biocatalizador.
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Los resultados de este trabajo sobre la actividad y estabilidad de la dextransacarasa en
I presencia de disolventes orgánicos, especialmente en DM50, son prometedores.
Si se analiza la actividad en la enzima nativa (ver Tabla IV.10), los mejores resultados
U se obtuvieron en presencia de DM50, donde la actividad fue mantenida en su mayor parte.Respecto a las variedades inmovilizadas, también con DM50 se consiguieron buenos
I rendimientos. En el resto de disolventes, las actividades de las enzimas nativas e inmovilizadasfueron significativamente más bajas que las observadas en tampón acetato.
En cuanto a la estabilidad en disolventes orgánicos, la enzima nativa sufre una rápidaU inactivación tras 15 mm de incubación, sobre todo en presencia de DMF y DMA; sin embargo,
en DM50 (hasta concentraciones del 25%) la enzima es bastante estable. En este intervalo de
concentraciones, el DMSO establece interacciones con el complejo enzima-dextrano
(probablemente a través de la formación de puentes de hidrógeno entre la capa de dextrano
I envolvente y el disolvente orgánico). Se ha descrito el efecto estabilizador del DMSO en otros
sistemas enzimáticos (como la a-quimotripsina) -en concentraciones alredededor del 20%¡ (y/y)- (Moresoli y cols., 1992; Flaschel y Ebmeier, 1998). Sin embargo, en DMSO 50% la
enzima disminuye rápidamente su actividad residual. Las especies inmovilizadas en sílice
I también muestran una tendencia similar. No obstante, la enzima sin dextranos en sílice, enpresencia de DMSO, es mucho más estable que la nativa en sílice, como consecuencia de su
I
comportamiento durante la inmovilización. A pesar de ello, su actividad residual tras 6 h de
incubación se considera insuficiente para trabajar en reacciones con aceptores.
Cuando la enzima está atrapada en alginato, su actividad residual varía en función del
I disolvente empleado. De hecho, la inmovilización en esferas de alginato mejora la estabilidad
en DMSO más que en cualquier otro disolvente orgánico, mostrando una excelente resistencia
bajo concentraciones de hasta el 50%. -U
En definitiva, el disolvente polar más apropiado para la dextransacarasa es el DMSO, lo
Mc
ual parece estar relacionado con su valor de Log P (- 1.3), el más bajo de todos los disolventes
rgánicos empleados (Laane y cols., 1987). A concentraciones del 25% (y/y), la enzima nativa
presenta una gran estabilidad (incluso ligeramente más alta que en tampón acetato). Al 50%
(y/y), sin embargo, la estabilidad es muy baja (perdiendo la actividad completamente tras 6 h).
Por el contrario, la dextransacarasa en alginato retiene el 40% de su actividad inicial en DMSO
al 50% (y/y) despúés de un día de incubación. En consecuencia, las mejores condiciones para
— trabajar iion la dextran~acarasa empresencia de DMSO son con la especie inmovilizada en
- - El siguiente paso sería ekpiorarIa reacéión de aceptor en este medio para mejorar el¡
endimiento o variar la selectividad.
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4. ESTUDIO DE LA REACCION DE ACEPTOR DE LA
DEXTRANSACARASA
Los resultados obtenidos en la reacción de aceptor con maltosa utilizando la
dextransacarasa soluble e inmovilizada en alginato, permiten extraer conclusiones relevantes
del comportamiento de esta enzima, al tiempo que abren nuevas vías para la obtención de
neosacáridos de potencial interés. Existen dos parámetros que deben analizarse para
comprender el comportamiento de la dextransacarasa en reacciones con aceptores: la
concentración de sustratos y la relación molar de éstos.
Se decidió realizar un estudio completo partiendo de una concentración constante de
sacarosa (100 mM) y variando con respecto a ésta la de maltosa. Conviene recordar que el
centro activo de la dextransacarasa contiene dos sitios de unión de sacarosa, dos sitios de
polimerización de la cadena de dextrano y un sitio de unión de aceptor. Si se emplean
concentraciones cercanas a 200 mM de sacarosa, se activa un tercer sitio de unión de sacarosa
que únicamente trabaja a elevadas concentraciones, y que liga la sacarosa promoviendo
cambios alostéricos en el centro activo de la enzima. Dichos cambios afectan de manera
determinante a la actividad de la dextransacarasa (Tanriseven y Robyt, 1993). Con
concentraciones de sacarosa inferiores a 100 mM, las producciones son más limitadas (Su y
Robyt, 1993).
Por otro lado, con este tipo de sistemas, cuanto mayor sea la relación molar
maltosa/sacarosa, más cantidad de producto de aceptor se obtiene en detrimento de la síntesis
de dextrano. Este comportamiento se debe a razones meramente competitivas. Cuando la
sacarosa es el sustrato mayoritario de la reacción, sus sitios de unión son ocupados
continuamente debido a la necesidad de suministrar glucosa para favorecer la síntesis de
dextrano. Sin embargo, cuando el aceptor (en este caso la maltosa) está presente en la reacción
competirá con la síntesis de la cadena de dextrano, desviando moléculas de glucosa de uno de
los dos sitios de polimerización del dextrano hacia el sitio de unión de aceptor y, en definitiva,
promoviendo la síntesis de glucooligosacáridos (GOS). Por este motivo, con relaciones molares
6:1 de maltosa/sacarosa, se consiguen elevadas producciones de panosa (35 g/l) en comparación
con las obtenidas con una relación 1:5 (2.5 gIl).
No obstante, el empleo de relaciones molares maltosa/sacarosa elevadas, si bien permite:
producir importantes cantidades de GOS, la variedad de éstos en la serie homóloga es muy
limitada. De hecho, con relaciones 1:5 se pueden llegar a sintetizar GOS de hasta 8 residuos de
glucópiranosa, mientrá~ - que ‘con relacionés • & 1,. solan~ente se consiguen ~rados de
pohmerizacíón de 5. tú los casos intermedios (1:1, 2:1,. y .41) a medida [que aurnent& ia[
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U relación maltosa/sacarosa, disminuye el grado de polimerización. Cuando la concentración delprimer producto de aceptor (en este caso la panosa) se hace suficientemente alta (con respecto
al resto de sustratos que compiten por el sitio de aceptor), podrá actuar a su vez como aceptor
para generar el siguiente producto de la serie. Por ello, cuando se trabaja con exceso de sacarosa
frente a maltosa, se forman una gran variedad de productos de aceptor. Sin embargo, cuando se
U emplean concentraciones de maltosa elevadas, aunque se incrementa la producción de GOS(mediante el desplazamiento de la síntesis de dextrano), no se favorece el desarrollo de la serie
homóloga. De esta manera, y en función del producto que se quiera obtener, se hará uso de unas
elaciones u otras. La Fig. V.5 recoge los cromatogramas de producción de GOS con diferentes
U relaciones maltosa/sacarosa.En resumen, las concentraciones relativas de los distintos productos de aceptor, así
como la cantidad de dextrano producido, dependen de la relación molar aceptor/sacarosa y de
las concentraciones de aceptor y sacarosa. Por otro lado, el empleo de la dextransacarasa
inmovilizada en alginato presenta numerosas ventajas para este tipo de reacciones. En primer
U lugar, la reutilización de la enzima es un factor importante, ya que se ha comprobado el
mantenimiento de la actividad de la dextransacarasa en alginato tras varios ciclos de
U producción. Respecto al curso de la reacción, se han apreciado comportamientos equivalentestanto de la enzima nativa como de la inmovilizada, pero con pequeñas diferencias. Con la
reparación en alginato se observa una mayor producción de GOS de alto grado deU polimerización con respecto a la enzima nativa. Como se describió en el capítulo de Resultados,
con relaciones molares maltosa/sacarosa 1:5, la dextransacarasa inmovilizada prácticamente
dobla su producción de G5, G6, G7 y GB con respecto a la nativa. La principal causa de este
comportamiento podría estar relacionada con las estabilidades relativas de la enzima nativa e
I inmovilizada. Mientras que la variedad inmovilizada retiene el 100% de su actividad tras 24 hde incubacion, la enzima nativa solo conserva alrededor del 60% en el mismo tiempo. Dado que
U la formación de G5 a GB se produce en las últimas etapas de la reacción (cuando los GOS dealto peso molecular alcanzan una concentración suficiente como para poder actuar como
aceptores), en esta fase la enzima nativa será menos activa que la variedad inmovilizada.u La reacción de aceptor empleando la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides
NRRL-B5 1 2F inmovilizada en esferas de alginato es un método prometedor y versátil, que
U . permite de una man-era sencilla la obtención de azúcares que pueden tener inmediatas
aplicaciones. El siguiente páso • será . diseñar reactores continuos • de lecho fijo - con - la
dextransacarasa inmovilizada, para aplicarlos a reacciones con diversos aceptores.
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Figura V.B. Análisis de HPLCde la reacción de la dextransacarasa con maltosa como aceptor,
empleando diferentes relaciones maltosa/sacarosa A medida que se baja la doncentración de
maltosa, aumenta el grado de polimerización, pero disminuye la cantidad de productos sintetizados.
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CONCLUSIONES
Las principales conclusiones que se desprenden del trabajo presentado en esta Memoria
son las siguientes:
1) La purificación de la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 es preferible que se
realice con geles de Sepharosa activados con a-ciclodextrina.
2) La CGTasa de Thermoanaerobacter sp. 501 presenta la actividad hidrolitica más alta
descrita hasta el momento para cualquier CGTasa.
3) La modificación química de los residuos de Lys de la CGTasa con anhídrido acético
produce un desplazamiento de su actividad glicosiltransferasa hacia su actividad a-amilasa. El
análisis estructural y los cálculos de accesibilidad permiten sugerir las Lys47 y Lys233 como
responsables de dicho efecto.
4) El descenso en las actividades de ciclación, acoplamiento (y en menor medida
hidrólisis y transferencia) tras la modificación química de los residuos carboxílicos de la
COTasa indica el importante papel de dichos grupos, especialmente los que circundan a la
triada catalítica.
5) La selectividad ct:j3:’y-ciclodextrina de la CGTasa no se ve apenas afectada por la
modificación química de sus grupos polares o la variación del pH del medio de reacción, lo que
parece indicar que se trata de una selectividad intrínseca, dependiente del microorganismo
productor de la enzima, y sobre la que es dificil actuar.
6) La eliminación de la cubierta de dextrano de la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL-BS 12F facilita la inmovilización covalente de la enzima sobre soportes
de sílice porosa, mejorando 22 veces el rendimiento obtenido con la enzima nativa.
• 7) El atrapamiento de la dextransacarasa en esferas de alginato cálcico es el sistema de
inmovilización más adecuado para este tipo de enzimas, obteniéndose resultados óptimos en
cuanto al rendin~iento de iniriovilizació& la estábilidad oberacional y la reutilización del
biocatalizador.
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8) El disolvente polar más apropiado para la dextransacarasa es el dimetilsulfóxido
(DM50), siendo preferible trabajar con la enzima inmovilizada en alginato.
¡ 9) La reacción con maltosa como aceptor de la dextransacarasa está modulada por la
relación molar aceptor/sacarosa y la concentración de éstos en el medio de reacción. Cuanto
U mayor es la relación maltosa/sacarosa, mayor es la producción glucooligosacáridos (GOS) enperjuicio de la síntesis de dextrano, y menor tamaño tiene la serie homóloga. Sin embargo, con
pequeñas aumenta la serie homóloga, pero se reduce la cantidad global de GOS
u
U
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ANEXO 1
Programa de trabajo FPLC desarrollado para la purificación de la CGTasa en la matriz AFFI-T.
Tiempo Instrucción Comentario
(mm>
0.00 VALVE. POS 1.2 El tampón sulfato amónico entra en la columna.
0.00 CONC%B O Bomba A: 1.5 M (NH42504, pH 7.0.
0.00 ML/MIN O Cargado de la muestra con la bomba peristáltica auxiliar.
0.00 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (parte no retenida)
50.00 ML/MIN O Finalizado el cargado de la preparación enzimática.
50.00 ML/MIN 1 Flujo de trabajo.
75.00 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
120.0 CONC%B O Parada de la bomba A.
120.0 CONC%B 100 Bomba 8: tampón borato 10 mM pH 7.0.
120.0 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (residuo)
170.0 CONC%B 100 Parada de la bomba 8.
170.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
170.0 VALVEPOS 1.3 Cambiar tampón de bomba A por borato:ísopropanol 1:1
170.0 WASH A.B 1.0 Lavar bomba A con nuevo tampón borato:isopropanol 1:1
170.0 VALVEPOS 1.2 El tampón entra en la columna.
170.0 CONC%B O Bomba A: tampón borato: isopropanol 1:1
170.0 ML/MIN 1 Flujo de trabajo.
170.0 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (CGTasa purificada)
230.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
230.0 CONC%B O Parada de la bomba A.
END
Tesis Doctoral? M. Alcalde
U Programa de trabajo FPLC desarrollado para la purificación de la CGTasa en la matriz deSepliarosa activada con cx-ciclodextrina.
Tiempo Instueción Comentario
(miii>
0.00 VALVE. POS 1.2 El tampón entra en la columna.
0.00 CONC%B O Bomba A: tampón acetato 10 mM pH 5.5
0.00 ML/MIN O Cargado de la muestra con bomba peristáltica.
0.00 PORT.SET 6. 1 Puesta en marcha del colector (parte no retenida).
10.00 ML/MIN 2.5 Flujo de trabajo.
20.00 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
140.0 CONC%B 0 Parada de la bomba A.
140.0 CONC%B 100 Bomba B: tampón acetato 10 mM pH 5.5 con 1% de ct-CD
140.0 PORT.SET 6.1 Puesta en marcha del colector (CGTasa purificada).
180.0 PORT.SET 6.0 Parada del colector.
240.0 CONC%B 100 Parada de la bomba B.
END
162
Anexo
JI
A
N
E
X
O
II
Accesibilidades
de
los
residuos
de
la
CGTasa
de
Thermoanerobacter
sp.501.
calculadas
empleando
elprogramaNACCESS
“
o
c
r
-
~
‘
.o
<
-n
o
c
n
c
.]Q
N
fl
N
~
0
0
N
N
0
‘fl
Q
N
O
~
r
1~—
—
c
ie
n
‘
o
•0
r
n
~
~Z
c
ic
n
tn
0
0
~
—
0
c
i
,
~
c
i
—
C
flV
~
0
0
0
0
0
C
i
0
C
n
O
r
~
—
~
2
~
2
~
o
~2~oo
~
o
~
o
o
o
o
o
—
r-
~
‘o
—
so
r-~8~oocn~
QN
O
u
0
0
‘
~
“
~
~
~
.0
0
0
0
~
0
0
0
0
0
ci
ci
.0
0
0
4
0
Ñ
0
C
i’o
C
i~
’~Q
N
‘¼
n
00
~O
00
hn
00
~
o
o
q
~
0
~
o
0
0
0
0
9
~
0
0
0
Q
N
•0
0
0
q
0
0
0
‘o
‘o
—
—
—
—
en
0
0
‘0
0
—
ci
u
r
-
~
.
~
~
~
.0
0
‘0
0
ci
o¿~
0
0
o
g
flr
-~
~
,“
‘~00
~flC
’IC
i
C
i~
’0
en
~
r-
C
V
—
e
n
r
-r
-
~
o
c
—
~O
0~
.
‘0
~
‘C
i
‘
~Ñ
.0
0
t0
9
e
fl0
5
0
.0
0
0
c
i
.
o
c
—
o
—
o
’
‘C
C
,—
u
E-,
.1
‘4
r
w
to
c
“
V
~
o
o
ci
C
i
Ú
4
ci
~
~
r-
~
—
8
8
r
-
—
cir-
—
—
e
nO
O
O
N
r
-
cien
0
r—
o
o
’t’~
0
0
<
~
-
.
.
‘0
0
‘0
O
C
iC
O
‘
~
~
C
O
—
cM
o
o
c~ir
-
e
n
N
r
-
C
io
c
’o
r
-r
-Q
N
~oc.~Q
N
~O
r-
r
-
‘
n
r
-
0
r
-Q
N
O
’
‘t~
’W
~
<
t-o
c
i
.
-<
N
en
tic
50
t-
~
2
‘
~
en
y
‘¿1
‘0
1>
0
0
QN
O
—
C
ien
—
ci
ci
-ci
C
i
-
QN 163
ic
~O
r-
00
QN
O
rl
‘rIN
en
TesisD
octoral.
A
ifAlcalde
‘n
C
i’n
.2
o
~
~
~
~
o
o
o
o
o
o
oc’Ci
ci0
o
’.0
0
0
e
n
o
ci
en
s
ti~
—
~
o
~tenZci~
~yyy
—
—
y
y
~
~
~
o
’o
c
s
o
Ci
en
.
.
‘
.c
o
o
o
o
o
q
Q
N
.o
~
o
a
a
~
R
a
’n
~
C
ie
n
,’n
~
y0
r-
0
0
0
0
—
—
t~
,
~
~
u
o
’
~
0
0
0
~
~
ó
—
C
iO
~
‘~
—
4
8
8
~
O
~
~
0
0
C
ir
-4
ó
o
c
y
—
—
~
-o
co
o
~
a
n
~
o
c
~
~
r
-
~
8
c
1
4
8
0
‘fi
~V
N
C
i
t—
c
i
—
e
n
Q
N
—
Ú
—
’t50’floc
c
i~
c
i
u
r-O
NQN
‘9
0<?
—
‘fi
—
o
c
s
o
—
—
‘0
g
~
y
o
0
o
’n
o
~
~
0
c
i~
¿
d
0
r
-
•C
i.o
O
o
0
0
e~
0
0
0Ñ
Ñ
O
en
ci
en
e
n
s
oN
y
s
o
ci
y
~
~
~
:
:
~
~
‘0
0
«
>ÁflO
Q
1
o
’0
‘
r
-
tn
o
c
o
c
so
—
—
0
,5
0
e
n
—
~
~
-a
n
y
’O
y
y
’n
y
0
0
o
’
00
~
Q
N
~
~0Ci—
en
‘n4’N
Q
N
O
O
r-’n
’n
0
0
e
n
~
’n
o
c
’n
—
‘n
o
,
r
-e
n
c
iic
e
n
r-r-0
’n
~
’o
n
o
c
o
o
o
0
6
0
’’
~
c
io
,¿
4
Q
N
e
n
~
~
r-c
io
’o
¿
c
is
o
r-’o
0
¿
s
o
0
‘flC
i
s
o
e
n
c
i—
c
i
‘O
V
e
n
’0
—
C
i
—
c
c
i
—
u
~1E .4‘4
Q
N
C
i
en
00C
i
r-
~
o
’~O
N
‘fi
Q
N
o
c
y
’r-’n
O
N
Q
¿
C
i~
o
c
-
-
‘0
h
<
flO
¼
~
en
C
ien
r
-
8
y
a
e
n
4
8
y
c
i~
c
i-’~
en
oc
t—
o
’
o
’Q
N
enQ
N
sor-00Ú
~
en
~
‘n
c
o
e
n
o
c
s
o
~
y
’o
~
c
i
~8r¿cioenoa
—
Ci
,ic
Q
N
Q
N
0050,.4
c
i~
c
i
—
Ci
~
-
‘
~
Q
N
O
d
«
e
n
~
d
ci
—
~
ci~’n
m
c
i
O
0
O
ó
Ñ
~¿
ó
‘o
164
~
cieny’n’or-ocoN0—
cien
y
‘fi
‘0
r-0
0Q
N
O
—
C
ienÚ
’n’0r-O
O
Q
N
O
—
.
«1
en
en
en
en
en
en
e#~
en
y
y
y
y
n
y
y
y
y
y
‘
c
n
‘
~
‘
~
V
b
‘tb’fl
‘n
y’>
y’>
‘O
so
A
n
e
x
o
JI
165
~
t
cien
e
n
o
c
o
c
~
‘o
’n
ci
o
c
en
t
e
n
’9
—
en
‘
.
‘4
‘0
0
0
‘0
.0
‘O
’o
~
‘0
0
0
r-r-o
c—
‘
o
0
O
O
O
e
n
ci
r
-
’Ú
~cioc
ci’o
~
~
o
c
00QN
,—
<.--~
—
so
o
c
ciy
o
cen
~
y
sn
~
~
~
o
’
ó
ó
~
o
9
a
o
9
r
n
0
tO
t0
2
~
~
e
r
r
!é
~
,
~
~
e
n
e
n
-”
—
C
itO
0
0
0
0
en
ci—
~~
-
-
t~
~
o
o
’O
0
r
-
c
~
0
~
%
0
V
’>
—
t’~
’~
‘9
\R
C
Ic
i’9
C
i’o
.’t’n
0
0
s
~
o
’O
’n
~
4
C
iO
0
¿
—
—
e
n
s
o
o
c
~
r
-
C
ir~
o
~
r-
y’>
.0
0
.
r
~
>
~
~
soSflc¿
~8Z
~
e
—
o
’8
r
t
te
n
r-
c
ie
n
c
o
‘o
o
’
‘o
o
c
o
’>
e
n
o
ic
o
o
’
s
o
c
i
C
ia
r-0
0
—
—
4~~tci
~
‘o
’9C
1ci~
O
~
-4~
<
?
ciV
’>
00
o
o
~
’O
0
~
o
c
8
’o
0
~
2
0y
~
~O
t’-~”r-
ú
g
2
o
c
r-
00
.
.0
C
~
‘
~
r
-’o
~
~
‘oCflCiod
e
n
~
o
Z
~
‘
ci
ci
n
y
c
i¿
8
~
~
c
i~
>
ci
u
EzE
O
t—
en
.
e
n
ci
o
c00
r-
~
A
~
d
4
0
rr~
4
0
~
Ñ
r-
e
n
y
ci
—
-4
‘Ú
O
O
Q
N
o’
.
.
-
.
‘fl
.e
n
50
o
’
en
~00~
‘C
i
‘
o
c
i0
0
~qoce-~o’jMm.so~’o
.
~
e
n
C
a
en
.
~
‘
‘o
0
0
0
4
8
te
n
’o
~
¿
o
cQ
N
o’O
~
00
C
e-—
—
e
n
cien
—
,r
-c
is
o
tQ
N
C
i
0
0
y
e
n
o
—
0
—
.
‘O
c
it
r-o
o
’8
d
r-
~
-i
•
r
-
~
‘>50
g~
~g
r-
9
en
en
.c
i’¿
C
ian
r
-
ci
o
c
‘
o
s
o
r-
o
c
O’>
O
—
Ci
en
y
anso
t-
oc
o
’
o
—
c
i
en
y
‘n
‘o
e—
oc
o
’
0
—
ci
en
so
’~
so
so
e--
e--
e--
e--
e--
e--.
e--
e--
e--
e--
00
oc
00
oc
oc
oc
00
0
0
0
0
00
0’>
O
vo
’
o
’
>
-4
-<
4
<
4
c.~.
•
<
u
4
TesisDoctoral?ÉlAlcalde
‘0
r
-C
i
e
n
—
e
n
e
n
Ú
—
O
’>
C
ir
-
a
r
a
n
o
’
~0
.
‘0
.
‘0
0
0
0
0
.0
0
6
0
,4
e
n
.
.
.
‘C
ic
o
.
.0
0
‘
o
c
-
o
e
n
O
0
—
,‘>
e
n
e
n
y
q
’>
‘
o
—
Q
N
O
’>
’O
o
’y
’>
’o
t
‘O
C
ir
-o
c
r
-c
-c
i’o
y
o
c
‘0
~?
C
i.o
q
0
.o
o
c
0
o
o
o
o
o
o
1
o
o
c
0
e
n
9
o
c
c
v
’>
c
r
o
0
t’n
o
o
r
.~
O
~0
0
0
0
~O
C
iO
C
iO
‘
o
—
—
e
n
—
o
’o
c
0
<
?
ú
‘fle
n
~
O
en
’o
C
%
cien
c
i’4Ú
‘o
ó
V
O
O
’’.
‘
‘
y
‘e
n
’o
¿
~
¿
~
r—
r-o
c
o
c
iS
o
r-ú
—
—
—
e
n
~
e
n
r-e
n
‘o
oc
ci
t—
‘fien
‘o
C
ie
n
e
r’n
’n
e
n
‘o
’o
o
’’n
fle
n
~
o
’
y
e
n
o
’>
e
n
o
’;
4
4
ó
0
6
c
i8
n
1
ó
O
e
n
’o
o
4
~
~
‘
‘
‘0
’
0
~
o
’o
—
y
r-—
a
n
c
i~
~
’o
’O
~
~FZ
~E—
y
~UE-~
u
u
o
’
0
8
0
0
—
•
‘
n
0
r
-0
0
5
0
’
o
c
io
c
r
-e
n
‘
o
‘fi
—
e
n
‘O
O
O
O
e
n
’0
c
i’O
o
i’>
¿
0
0
0
e
n
—
—
‘O
e
n
ó
0
~
~
g
~
.
‘O
‘O
r
-O
’>
0
0
‘O
’O
e
n
‘O
~
..4
—
e
n
’O
Q
N
r
-
c
i
tc
i
r
-
—
o
c
o
c
—
—
0
0
0
~
o
’Q
a
o
ú
r—
0
o
c
0
0
0
<
?
e
n
0
9
~
.
~O
O
O
O
-
o
‘
o
‘
o
’
0
0
Ñ
e
n
te
O
Q
N
‘
n
t
y
o
’
y
—
y
—
—
C
ie
n
sO
’o
>4
—
o
’e
n
’o
t—
-o
c
~
0000
y
’nQ
N
~00ciyo’
‘
-D
oc
‘1~
8
‘0
0
—
‘
‘
r
—
r
4
4
¿
0
q
4
0
r-4
•
~
c
~
—
e
n
—
y
so
o
—
ci
ú
~
O
’o
so
en
r
-—
y
en
o
c
8
0
0
0
,4
en
‘fi
r
-ci
‘o
’O
en
o
’~
’o
’o
ci
~
~
o
’’o
’o
en
en
o
’t’o
to
’.o
o
.r
-y
o
.
‘o
r
—
—
0
.
.0
5
0
0
=
9
c
io
r
-
~
‘
—
~
o
’
—
~
500
‘
‘
—
a
00
e
n
e
n
e
n
O
’O
O
o
o
—
e
n
0
~
0
C
i~
’O
~
’n
g~—
o
’
‘o
~
r~
—
E-
—
o
’
’
o
’
o
ú
‘
o
C
ien
—
‘O
r-
t’O
r-o
’r—
’9
o
’
E
--en
~
—
ó
8
4
’o
8Q
N
d
~
’or-C
itefl
8
4
’o
’O
~
o
0
~
0
‘o
.:
—
—
e
n
—
y
—
y
e
n
‘o
‘o
‘n
‘o
‘o
‘C
C
,
‘O
’O
Q
N
’050~o’r~~’o’nen
t’O
c
i~
—
c
i
~C
icM
o
c
r
—
o
’~
’>
o
’
r
o
’C
iO
N
—
e
n
0
e
n
r
~
~
3
?
a
ú
e
n
~
’o
’9
r
o
’-9
y
q
.e
n
e
n
~
~
o
~
’O
O
Q
.:cio’oo
0
’n
t—
—
,4
0
r-4
en
en
C
io
’Q
N
o
—
y
e
n
r
-
—
‘O
C
i
ic
V
r
-e
n
~
r-
o
’’O
-
~tE
~
S
ri
env’rg’Osóc
O’>O
—
cien
tic
‘O
E--ocQN0—
cien
y
~
CiCiciCici
O’>O’>O’>O’>
——
ZO<~
166
167
A
n
exo
JI
.
.
~
5
r
-0
o
’.o
’.~
. 0
0
.0
0
0
0
0
0
e
n
r
-~
Ú
en
0
0
0
C
i0
0
0
.C
i.0
’n
.c
i.«
?
0
0
~
0
0
0
0
Ci
e
n
’o
‘n
y
y
~N
r-
0
0
~
e
n
Q
N
—
r-
y
~
oc
~
00r
C
i0
y
.0
’o
o
o
o
o
o
o
—
C
io
—
—
o
o
o
’o
o
‘
‘0
0
6
’o
0
0
6
0
0
8
r
-~
o
c
’n
0
0
0
0
oc
—
Ci
<?C
M
O
~o’oc
—
—
s
o
y
en
‘
n
~
q
’O
’n
0
0
’O
’0
.o
’•0
0
y
y
“
s
a
-.
Ñ
O
Ñ
r-or-Ó
4
0
0
0
e
tS
8
8
0
.
~
8
0
0
k
k
~
5L
C
Ci
‘OC’>
~
r
—
’oO
’ci~.,
~
Ñ
0
~
e
n
o
’
e
n
4
ci
cA
8
0
‘0
~
‘00
r2
Ci
~
‘o
‘o
QN
5
5
u
ci
ci
—
‘9
C~
~
~
.
r
-—
~
<?—
00
.e
n
e
n
c
i
~
~
en
‘fi
~
en
—
S
C
,
~
50
en
e
n
afl
O
’en
r
-
y
Q
N
O
O
o
’
‘O
‘O
Q
N
’O
.0
e
n
y
o
’
‘n
c
c
C
’~
—
en
—
r
-’n
’O
‘O
’O
—
-
c
ir’-
e
n
e
n
C
i
e
n
—
u-fl~
~
o
cen
~
—
O
’>
0
0
r
-~
o
’c
i
-t’9
0
0
a
n
c
iy
’9
C
M
’n
’9
~
.o
c
c
i.&
o
•0
o
’r-o
’0
8
.0
0
0
0
C
o
8
0
0
Ñ
8
~
~
’n
~
~
Ñ
R
8‘n
y
‘o
‘O
C
i
C
i
~
~
~
~
r—
’ny
QN
o
’~
’o
i~
~
o
c
.o
o
e
n
.o
o
Q
N
.td
r
0
0
0
8
0
o
‘
‘¿
¿
8
8
0
6
Q
N
’n
e
n
C
i 0
c
ic
i’O
c
i’O
s
~
-~
Q
N
0
CCC,u
•
EtE5
6
y
Q
N
ocr-e--r-~
S
O
O
~
‘>
o
c
8
4
—
C
ir-en
V
‘
n
o
c
0
0
.0
‘9
o
c
~
o
~
o
’~
~
Ci
‘Ú
cir-004Ñ
ci
‘o
oc
‘O
QN
e
n
—
50
—
e
n
0
0
0
‘
‘
‘0
‘
‘0
c
ic
o
—
0
0
0
0
~
~
0
‘9
V
’>
—
o
c
i~
r-:r:e
n
.O
~
0
0
.o
’.0
0
.rn
—
—
r—
0
0
0Q
N
O
ri
06
QN
en
‘o
00
e
n
—
‘
o
en
E-’—
—
o
’—
s
C
iC
io
’’o
~0
‘o
cr
-
‘n
s
o
r-
c
c
o
’>
t
—
cien
y
y’>
‘O
e--O
O
Q
N
O
—
C
ien
y
‘o
’O
r-
o
cQ
N
O
—
c
ie
n
y
’o
ci
r4C
’w
N
.en
en
ef-I(nenen
e
n
e
n
e
n
e
n
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y’>
‘fi
‘n
ic
a
n
‘o
-
—
—
—
—
—
—
—
—
—
-
,-
,4
~
~
44u’>
TesisDoctoral?
M
Alcalde
o
~
‘>0~
~
O
ic
~
0
~
~
0
ci’ny
—
en
~
o
c
r-50
~
e
n
~
~
~
-
—
~
r-’n
—
r—
—
~CS~
o
e
n
.o
o
—
.
.rn
o
’A
<
?or-0
’n
.
.
.0
c
-
—
0
.ú
r-.t 0
9
o
’.9
o
’
o
c
-i2
g
~
0
g
~
8r-
~
.4
fl600~
Z
~
g~
~
06
~
“
r
-cien
,..4C
i
~
o
c
‘O
C
i
—
‘
n
o
c
‘o
’r
—
O
~00~’9t~~
—
e
n
.e
n
0
t-—
8
o
c
e
n
sO
en
oc’oen
C
i
‘
‘
o
’
’
8
4Ñ
8~A
0
‘o
c
e
n
00
’n
en
—
‘O
ocy—
’n
~
‘O
C
i’O
00E-~E-~
00
ci
~
en
y
’flQ
N
~ciC
iC
ir-~’or-0
0
t—
o
c
s
c
ci’o—
~y~ic00ten50C
i
~
.ci
. 0
s
”
’.’9
.cio
co
c~
enÚ
.5
0
0
0
5
0
0
0
0
0
ci
.c
i’n
y
c
iy
o
’o
‘
n
8
0
0
5Ú
06’O
-
~
o
’¿
S
’¿Ñ
’O
8cic-i~064oococen’o
r
-
e
nÚ
e--ci,.’O
—
—
en
00r—
C
iC
i
t
e
n
—
0
0
~
’o
en
u
u
u
oc
—
c
a
QN
Ci
o
’
Ci
0
’>
¿
0
~
r4
4j000000
.o
tC
iÑ
en
o
Ñ
o
.
.
~
0
0
0
~j0Ñ
0
y
‘n
c
c
r-
~
r—
~
‘n
‘
~
m
r-
ci
‘n
e
n
r-’O
—
o
’t-—
en
ci
‘o
Ci
t—
e
--
c
1
0
0
’O
e
n
0
.0
’O
Q
N
e
n
0
0
0
’o
0
Q
N
c
’>
~
~
’4
0
0
6
0
e
n
—
o
~
d
.4
a
o
’
0
0
0
0
0
0
0
r—
—
’o
g~
Ñ
8
c
i
an
—
e
n
’n
Ú
’O
u
C
i
~
‘
n
~
o
’
0050
t
—
—
t~
o
’V
’>Ú
t~tLfl
o
c
~
,~
‘>
o
c
‘o
o
c
O
ci8
en
o
c’o
en
O
O
’n
en
C
i
‘
‘
o
c
‘
o
c
’
o
O
e
n
o
’y
~
~t’O
oct~’oen
t 0
0
r
-
o
c
r
.
e
n
~
Q
N
cir
en
Ú
~cir-0
0
~
Ú
N
—
o
.C
i
.0
0
..
0
.c
it 0
~
y
’O
.’o
o
y
‘
.
.
r
-0
o
c
0
6
0
0
5
t0
6
’¿
‘0
‘t~
.4
¿
~
-”
O
O
O
~
0
—
o
c
~
‘
‘o
50—
—
o
c
e
n
ú
y
y
en
-
—
C
iC
i
Q
N
”~
~
~
o
’
Q
N
C
iO
o
c
ir-~
r-y
’o
—
Q
N
’n
o
’
O
O
00Q
N
r-
~
~
en
—
e
n
‘o
’O
Ú
ci
,
C
’i-~
000050
—
e
n
e
n
a
n
a
n
r-e
n
r-e
n
~
Ci
.
‘O
.
.
.
o
c00
t—
C
iQ
N
r-en
.e
nQ
N
Q
N
4
‘
—
~
~
‘o
r
-te
n
-
.
~
r
-
r
n
y
E
-
t
‘O
r-’00O
’>
O
—
C
i
e
--c
c
Q
N
O
—
C
ie
nÚ
ic’oe--oc&
O
--C
ienÚ
’n50
s
o
s
o
s
o
t2
-~
~2
‘C
>O
.’O
50
r
-r
-
e--
t—
e--
t—
e--
oc
oc
0000
oc
0000
r’~
—
—
—
—
—
.
—
k
-
•
~
.,
.
~
-
168
A
nexo
JI
169
~
r
-o
’
‘o
~
‘-o
~
r—
’O
c
ir-
o
c
—
’0
r-’n
0
0
0
0
,->
o
c
‘n
’9
~
o
8
r
-o
o
8
~4 0Ñ80~88en4
o
—
c
io
—
’n
‘O
Q
N
‘O
’n
5
0
C
i’Ú
~oc—
‘O
r
-t—
5
0Ú
o’
.
‘
-450
Q
N
ci
en
‘
‘e
n
’
O
’>
’n
0
0
C
i0
O
C
i
.
‘n
O
o
o
O
o
’o
’o
O
O
’>
O
o
o
C
i5
0
o
o
c
o
o
C
i
5
0
0
0
C
i0
0
0
0
O
8
0
6
8
’n
c
i
C
iO
O
S
O
O
uu
—
C
i~
O
’>
C
i~
=
e
n
r
-~
r
-r
-e
n
e
n
r
-
.r
-
’o
r
~
4
’o
‘
‘
‘
‘c
i’’
‘
‘
~
o
e
n
’0
C
i
‘o
O
O
.
e
n
e
n
c
i
e
n
~
e
n
~
o
c
O
’<
c
i
r
-
—
E
-—
Q
N
~
5
tx
tt
~
o
tO
’
n
o
c
e
n
e
A
Ñ
v
i~
o
¿
Ñ
~
~
o
c
i
~
—
—
~
O
’o
e--
y
00oc
‘o
~
—
-t
‘¿
‘
•00
QN
r-
Z
$~0flÑ
O
O
80600~4
‘
‘
‘
~
~
~O
’~
0
r-00
‘‘O
—
t—
en
—
r-
en
Ci
QNO’>~
~
ci
‘o
—
oc
—
‘o
’n
e
n
~y
o’>S
~t
QN—
oc00o’
.
~
o
a
‘c
o
to
~
—
50
.
.
.0QN
~
o
o
~
r-00
‘fi
~
Ce-¿4’-Qenen
~C
i
u‘
‘O
r-~O
~
r
-
r
-
~
—
~
’
o
~
8
~
-.~
~
,—
~
~N
‘n
~
~y’oencioco’ciQN~.Úen
o
’o
cci~’nen
~
00~
Ci
—
‘o
yr
‘
~
‘
‘0.t0
’
-o
’n
.—
0
‘
‘0
r’%
~N~’4
‘ne
.
.
.
.
.
‘‘QNr-
.en
~
~
O’>QN
000
~
en
0enC
itr-0cio’en~oO
en
en
~
enC
i
—
en
en
C
C
C
,u
EtEzy1
en
y
’o
’o
r
-r
-~
t~
’O
c
ir
-
e
n
’
n
o
i’¿
’cici’¿
•~
0
o
co
o
e--
o
c
O’>
O
-
~
Ci
en
y
‘o
s
o
e--
oc
o
’
O
—
ci
oo
ca
oc
o’>
o
’
o
’
o’>
o’>
o’>
O’>
O’>
o
’o
’
o
c
o
Ci
Ci
Ci fl~
-4
O
’>
’O
e
n
r
-.r
-
O
e-—
‘¿en
oso¿er
~
rr
e
n
.y
0
0
C
iN
ts
r
-
o
c
i’9
0
0
—
O
0
.4
o
.:
e
n
y
e
n
y
cl
O
O
QN‘o
‘
o
‘O
e--
oc
QN
o
—
tN
en
y
‘n
5
0
e—
0
0
0
0
0
r-t
C
iCl
Ci
Ci
Ci
Ci
Ci
Ci
Ci
Ci
rl
Ci
Ci
TesisDoctoral?
M
Alcalde
y
o
c
~
~Q
N
O
’>
en
’oen
’o
c
ia
’0
0
0
0
0
cia’>
0
‘o
r
-
~Ñ
0
0
0
0
0
0
0
0
C
fl.’”
8
~0
¿
y
o
c
y
~
t-—
5
0
—
~
‘n
’n
’nO
’ten
QN
SO
o’
C
,~
~
’
~y
Q
N
r-
N
0
e
n
e
n
0
0
t0
r
n
r
-0
c
i<
fl
r-—
N
0
,
.
.
~
e
n
e
n
’o
’o
~?—
r
y
¿
o
o
~
=jei-
~
—
8
8
8
’¿
~
8
rr
en
e
n
e
n
o
c
y
fi
c
a
cir—
ca
~y
c
ie
n
e
n
5
0
‘0
o
’’O
o
’’o
~
.to
e
nj<?’o.’n.o
o
c
r—
t—
—
y
o
o
o
o
‘o
o
c
~
—
C
i
~88850~O
’o
~
~
‘
tL
x
~
V
~
c
u
Ci
‘o
00
‘o
y
oc
e--
O
ci
—
O
O
O
d
O
O
O
o
c
O
O
‘O
O
O
O
W
¿
O
O
O
O
0
0
’¿
¿
O
O
Ñ
.4O
O
a
’
ci
‘n
r
-
ciS
O
y
o
’
~
~3~6
8
~
’¿
8
~
8
~
’¿
4
”
~
e
n
y
0
’9
y
0
~
e
n
r
-y
ú
e
n
’
o
—
o
o
~
,
-
e
n
‘
‘
o
‘
o
~
—
O
0
e
n
C
i~
0
O
0
‘
o
o
o
e
n
y
,j.
e
n
e
n
e
n
to
c
t
“
‘M
C
i
o
c
E-—
o
c
S
S
O
c
i~
e
n
5
0
Q
N
C
ioc50y~o’’o
‘
o
o
o
to
9
o
<
~
~
o
.
—
0
e
n
.a
r
’
o
~
O
c
to
c
o
‘
C
iC
i
~
~
e
n
g
~
4Ñ
~¿8888oc8~
e
n
8
~
0
0
‘
n
~
06
—
e
n
o
’>
—
e
n
e
n
e
n
’n
<
M
e
n
e
n
o
’
Q
N
’o
c
iy
o
’
~
~0óqi’>¿0
~¿O
8
8
0
0
8
8
~
e
r8
r~
~
tC
O
0
6
8
8
8
4
0
0
8
4
‘C
C
,
~
~
‘o
o
c
c
ir-—
o
c
~
Q
N
~4
r-SO
~O
r
-0
0
S
O
’n
’n
o
’’n
U
’,?
.0
e
n
.
.
.o
e
n
.o
t’O
.O
.o
C
i.r-.
~
‘
.a’’n
.’n
O
.c
’>
a
n
~
.
‘o
y
o
c
o
c
9
—
e
n
y
o
o
o
o
o
~
a
A
O
0
6
~
4
Ñ
~8¿
8
’¿
~
8
0
6
-
~
a’z
oc
a
’0
—
c
irn
y
‘n
y
r-c
a
o
’o
.,-
C
ien
tm
fl
‘O
r—
ocQ
N
,O
—
C
ien
y
‘o
50
r—
.ca
~
—
N
N
cicicicicicÑr4cr’>.enen.cnenenenenenent
y
y
y
y
y
y
y
y
N
c
ic
q
.r-4
c
9
c
ic
iN
C
iC
iN
c
ir4
~
4
:N
N
r1
<Ñ
ciC
icicA
C
i
Cl
C
iC
iC
iC
iC
ic
ic
i.
-
.
-
-
170
A
nexo
JJ
y
a
’
r
-r
-~
M
o
’’O
a
’
tQ
N
Q
N
0
0
.C
M
~
’o
.0
~Z~o
e
~
.:~
d
’O
Ñ
rn
Ñ
0
0
¿
0
2
Z
4
0
flC
i
5
0
’o
en
‘n
e
n
’O
.o
Q
N
O
o
O
o
o
o
c
v
c
o
r—
0
~
V
¿
g
~
~
’
—
r-—
’O
t
‘O
.
,
~
~
y
.rn
to
o
q
o
~
<
?
C
i’o
o
.a
r
e
n
N
ci
‘o
c
a
e
n
‘C
ic
i
Ci
‘o
—
o
‘o
r
-~
4
C
i«
~
~
o
c
r-0
0
‘oC
i’9y 00
.50
00A<?a’Ú
t’nW
’tr-’ttcioctt
o
’o
c
ciúenen
r-0
en
en
oc
‘o
ci
~4yfl
‘n
~
e
n
~
e
n
oc—
k
k
~
‘o
oc
y
oc
a’
r-—
50r--
t-—
r-
‘o
e
n
e
n
’o
y’O
ci’oQ
N
~~ci’or~en
d
Ñ
~~
0
’
•0
0
~
c
yq
o
’’o
~
~
.r-e
n
e
n
‘
~
~
r
-a
’o
’~
0
~
c
ia
—
‘
‘e
n
‘
‘y
‘
.
.
.o
o
c
r
cir-r-en
—
to
~
4
Z
~
o
’S
~
o
~
4
~
o
c
i’o
uU
~W
aaaooo
tt~
a
a
~
Z
~
a
~
o
~
o
o
~
0
0
o
y
—
‘o
c
r
-
Q
N
Q
N
t
ci
‘o
C
it
e
n
~
‘
~
—
‘n
y
y
SO
t0
0
—
-
‘a
o
o
o
o
o
R
0
2
‘o
c
‘
‘
a
Ú
0
O
r-’o
C
i
ci
o
’‘0
0
0
~4en
o
‘o
r
-c
ci
‘
—
y
-,
C
iaren
—
Ci
—
e
n
<
n
e
~
’>
yc1
~
e
n
cifly~9q’9~M
~
a
r
v
’
o
e
n
C
icio
cr-en
o
’o
c
y
y
r—
e
n
~
~4C’R4~
0
6
4
r
-
r
-
r
-
—
’
n
g
’n
~
a
’
o
c
y0
0
y
’o
~
‘n
r-a
’
o
c
’t
‘y
’
‘
a
’
.o
o
r
-
•q
.QN
.
‘O
C
i
.
‘M
t5
0
r
-Q
N
0
o
c
r
-
0
0
~
4
z~
e
n
e
n
~
.:2
d
8
0
0
~Ñ806
Ñ
Ñ
‘C
C
,
O
’>
o
co
cty
y
0
0
e
n
y 00
.
—
’
-9’n
A
0
.
~
r
-r
—
—
e
n
yS
O
50
00
’n
r
-
00
en
‘o
’n
—
y
Q
N
—
’
‘
‘0
0
‘
‘Q
N
4SO
50
~
~ó’o~’0~’o
y
0
0
a
n
4C
06
e
n
o
Ci
—
‘n
c
c
SO
—
ocen
—
—
ci
~
cit~’nQN~
0
0
r
-
•0
to
’r
n
’9
~
y
~
cien
~
‘o
—
—
00
.g~
’n
p
~
e
n
r
—
C
i
e
n
r
-’n
S
O
~4C
i’¿
‘
o
4
en
4
en
0
0
T
h
en
0
ci4
—
~
~
--0
~Ñ
Ñ
0
a¿¿
~
‘n
c
’>
r
—
y
—
‘-o
—
r
-Z
r-a
’ci—
’n
ci..
ciy
—
—
-E
A
t
-
O
’a
—
C
ie
n
t’n
’O
e
--o
c
O
’>
O
--C
ie
n
‘n
’tr-0
0
Q
N
.0
’-4
c
ie
n
y
’n
’O
r-c
a
c
’>
.y
’n
’n
’n
’n
’n
’n
’n
m
n
h
n
’n
v
s
o
’o
s
o
‘o
s
o
s
o
s
O
’O
r-t—
r-.r-r--r-r-r--r-.r
C
’1
C
i
C
i
C
i
N
C
i
C
i
C
i
C
i
C
i.C
i
C
i
c
i
C
i
c
i
C
i
C
i
C
i
C
i
C
i
C
i
C
i
C
i
C
i
c
i
c
i
-.
-
.
z
~
-
~
-
o
z
z
C
t4
<
0
0
~(flC
j’>
~
~
-
171
TesisD
octoral.M
.Alcalde
—
SO
r
-
‘o
’o
‘o
e
n
S
O
E
--e
n
c
c
r-
—
e
n
~
r
-r
~
—
“
D
o
’
~
~
~A
aa~4O
o
k
,~
-2Ñ
~
4
~00SO
a
y
’n
c
ie
n
~
~
2
~
~
’o
‘o
—
0
0
’o
r-Q
N
~
—
t0
o
’0
y
-:0
0
e
n
Q
N
0
0
c
ic
i
.
.
.
.
.
—
a
0
c
iQ
N
0
0
—
~
c
r
-e
n
r
-
O
e
”;
d
c
i
o
8
~
Z
fl~
~
~
—
0
0
0
C
i0
0
h
—
0
~
‘o50
U
0
0
~
o
’
—
t—
r
-e
--v
S
O
t
o
’
00—
’
~
y
t—
’nQ
N
.a
a
d
,,’;0
4
‘
o
—
c
io
c
ic
c
—
—
~QN
—
to
cS
O
en
en
‘
o
ci
~
r-r-ciW
o
r
-
’
o
~
’
o
’O
—
r
-
c
c
ci
—
Q
N
cc
.e
n
e
n
r
-
o
o
<
?
0
0
’
ojfla
‘D
r—
0
c
i’o
r
-.
~
~
Q
N
r-r-’oQ
N
en
0
4
~
¿
4
r
-
r
-
a
r
e
n
e
n
~
o
r
-
—
~
y
r
—
—
C
i
C
i
C
ita
’
e
n
e
n
C
i’n
—
r
-
’t
o
’
.0
0
ci0
~00q~’>0
r-~0
o
c.r-o
c’~
o
’t
t
ci
e
n
e
n
SO
O
‘n
QN
—
o
’
y
ci
‘o
en
e
n
—
‘o
ci
‘o
~
r-
~
en
~
~
a
’yci
~
00
~
—
o
o
~
.a
r
-
.a
a
•
~
a
.0
0
0
0
.
.
.ci<
,~
•0
.o
o
c
.:
’
o
a
O
<
’l.
~
—
c-
0
5
0
g~06
~
~Ñcir-
~
‘
—
e
-
u
r
-
.y
C
i’o
5
0
.0
0
r
—
o
’
.0
e
n
s
o
~
~
r-a
’~
’9enen
Q
N
t
~
C
i-~
C
iZ
’o
~
enQN
r
-y
r
- 0
0
ciy
SO
C
iC
I
0
r-C
ir-o
c
r
-r
-’o
o
cS
O
ci
cia
’
—
—
tr-50
—
Q
N
~
~
0
~
0
6
a
’n
.o
c.o
.
~
g
~
~
9
~
o
<
?
o
;~
a
%
sr
-.~
SO
ci
t-—
00en
oct’n
C
i’n
a
r
a
r
~00s0
~
‘O
cc—
v
’>
en
r—
0
0
.
.0
0
0
0
0
0Ú
‘
.
‘
‘
~
o
.:ó
4
o
en
o
c
—
—
~
r-en
~
enSO
~
~
~
en
~
r-’nQNent
~
r-
a
’y
C
i~
0
0
r-
—
—
.e
n
e
n
r
-
’
n
r
-
.o
o
.
~
o
.
.ci
ene-—
.e
n
t—
C
i
o
en
o
’¿
‘
o
.9
r--.’n
’n
.t
00SO
e
n
e
n
.4
yQ
N
vyr-’noc
c
0
0
—
.4
—
o
c
—
ci
ci—
~yso,..4
ccen
en
—
.
C
i’o—
o
cú
-
-
E.5
0
—
c
ie
n
y
’n
’O
r-c
c
o
’
‘n
50r-O
cQ
N
O
—
C
i
e
n
~
’o
50r—
o
ca’O
ca
0000
ca-ca
ca
ca
ca
ca
ca
a
sS~
O
N
o’
O’>
O’>
O’>
QN
o
’
~
0
~
e
n
en
0
0
0
0
r1C
iN
c’~
C
i
Ci
C
i.fici-C
i
Ci
Ci
Ci
C
iC
i
c
-1C
i
C
iC
i
cien
en
en
-en
e
n
rn
en
-en
~
~
-
‘
~
172
Anexo
JI
c
c
—
o
c
r
--e
n
’n
~
>
n
~
r
-
en
—
a
’00
0ei’;~¿
‘
~
‘
n
~
-
O
‘0
0
0
0
0
e
n
4
8
0
a
0
‘
a
e
n
’o
~
06eA
O
‘o
r
-r
-—
’n
o
‘o
o.~
~
r—
ci~y
QN
—
—
o
c
ci
—
c
i~
~
e
n
c
i
.a
’ci
.o
’
o
0
0
0
0
0
0
—
r
-
—
0
.0
’
o
0
c
iy
.
.
.e
n
t0
a
~48
gj
en
e
n
4
’o
’n
’n
’n
’’
ci-~
ci~
en
~
~
e
n
h
’o
.r-.—
o
’.’o
t
te
-—
~
Ñ
e
n
o
..:cicc~
Ñ
a
~
<
‘~
—
‘
0
ic
0
0
t
e
n
e
n
—
~y
c
i’n
S
O
’o
e
n
c
iC
i
a
e
n
y
c
~
$
0
6
4
r-4
4
0
Q
N
S
O
~
’O
’o
C
ir-.
~
0
0
—
C
ia
’
c
i~
g
~
~
‘¿~;‘n
-
~
c
~
,’>
~
r
-
’n
C
ir-0
0
y
e
--S
O
—
e
n
y
‘o
y
a
’
~
C
i~
<
?
t 0
0
.r
~
.
.
.
.
.
C
i0
e
n
0
’n
’n
o
c
’o
q
e
n
’O
~
~
c
ia
y
—
e
n
r-r-’o
~
8
~
a
0
0
~
4
~
-
~
s
UU
0
0
O
r2
.~
A
0
0
Ñ
O
0
0
‘0
0
—
00
—
50
00
—
SO
—
o
c
e
n
a
’-,y
‘0
~
—
—
r
-
en
y
en
‘
.o
ci
—
4
~
O
C
iO
’n
’0
0
6
4
0
0
d
’¿
’¿
0
Q
N
C
i
—
‘o
0
0
0
0
C
i—
O
N
o
c
a
Q
N
~
—
0
0
en
0
0
~
o
-~
~
r
-i—
0
0
c
n
o
’o
c
~
r
-’n
a
‘O
—
‘
‘O
0
r-c
i
y
—
-4
—
e
n
y
r-•’n
’0
a
’e
-~
~
’O
tyÚ
,r-
0
0
~
0
0
.’ttr-y
0
0
’n
e
n
rn
’O
Q
N
5
0
e
n
~4-Th
8
~
~
8
~
c
.:~
4
2
d
~
~
~
‘>
e-’n
~
~ty’n
~
o
’oycie-,en
~
QN
0
0
—
e
n
c
ia
r
‘n
o
’
.v
Q
N
c
io
o
o
’o
o
—
’n
r-.
y
~
~
o
’o
c
~
—
C
0
0
o
c
’0
‘n
v
8Ñ
so~’O
r-
.
.
‘o
’o
c
0
y
r—
~
C
i
~
‘C
C
,U
EECat 6
c
i’nji’n.ci~9o’’o
C
i’n
ye
n
4
c~
Q
N
C
i~
r—
oceno’r-en-~
-’
‘O
e
n
e
n
4
~
e
-c
i’n
—
0
0
O
’y
8
~
g
’n
4
a
’0
6fl’O
06Ñ
0
¿Ñ
.4
en
S
O
yoc’oC
i—
ci
00’O
’n
’n
~
o
’’o
~
‘O
’oen’nr-enC
icioc’no’t00enC
i00~OQN
ci
~
‘
~
<?a’
.
.
.
‘n
.C
i0
e
n
o
’o
C
i0
~
fl’¿
e
n
.
‘
o
y
S
O
r-0
0
5
0
0
0
0
’O
00y
~
—
~
‘n
r-yQN’Oy~’0’>O’nQ’>QNSOci
8
~
’
n
o
’0
6
S
O
r-y
0
6
—
4
—
e
n
o
c
e
n
s
o
’n
e
n
y
en
-
—
C
M
en
y
‘n
s
o
r-
o
c
a
’
a
—
c
ie
n
y
‘n
’O
r-
oc
O
N
O
—
C
ien
y
’n
—
-
‘
-<
‘-4
.—
—
—
—
—
C
’iC
-iC
i
C
i.C
i
C
i
ci
Ci
C
i
<
‘ten
en
en
en
en
en
-
e
n
e
n
e
n
e
n
c
r~
e
n
e
n
en
e
n
e
n
e
n
rn
en
c
n
e
n
e
n
e
n
en
e
n
<
n
e
n
en-en
e
n
e
n
su
’>
~
<
~Q.<
‘O
r
-
oc
a
’
o
—
en
en
en
en
y
y
en
-c~
en
en
en
en 173
Tesis
D
octoral.M
.Alcalde
en
a
r50
y
’n
—
oc
oc
q
—
~
~
—
~
ci
y
‘0
•O
O
‘o
o
c
a
o
4
o
e
n
¿
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
e--
y
c
i’O
~
ú
’o
r
c
ic
i
oc
c
i~
~
e
n
a
’a
’
0
.0
—
S
O
00’n
—
ci
en
y
00
—
Q
q
,?
to
a
a
a
a
a
.c
i0
~
’o
•0
.a
0
0
•0
0
q
0
0
‘0
‘a
0
0
8
d
o
c
en
ci
—
S
O
r2Ñ
c~oc
vi
‘c
~
’
r-
—
o’
‘n
r-cien—
en
-<y
ci
r-
r- 00
.
’n
ent’>9Ci.’o.Ci
~
~
.t
o
~
o
.
.
.
.
.o
..
en
‘0
0
0
.0
—
‘o
’n
ci
~
ci
—
—
a
clo
acen
c
a
en
‘O
e
n
’n
’n
e
n
’D
’O
ena
k
k
~
‘o
‘n
r-—
clac—
‘o
’n
tr-
00
e
n
~
y
~
’n
en
cc
en
~
~0~0~Z
~
~½
8~aa0
‘¿
a
~
0
6
~
2
~
ci
en
‘n
—
’O
C
ien0
s
s
U
~
ta”?
a
o
”
r
-
’a
o
a
a
a
a
a
“
‘t
‘9
0
0
0
a
a
a
o
a
0
0
.0
r
-e
n
0
~
r
-
’o
—
~
—
0
’O
O
e
n
O
te
.
‘o
—
t-—
en
Ci
y
en
QN
—
‘O
~
o
O
i’n
.o
a
a
a
a
o
a
O
E
-.o
o
o
o
a
o
o
o
to
c
iv
’>
o
‘a
a
o
a¿
~~
0
0
a
4
8
~
oc
r-c
i
o
’
‘n
r
-c
it—
a
’0
—
y
ci
an
o
c
c
i.’n
o
=
ta
rjM
q
‘
‘0
0
’0
’
‘
•e
n
‘0
0
0
‘0
c
ia
—
0
e
n
8
8
8
r—
0
0
en
00
‘c
i’n
N
e
n
’o
5
0
e
n
0
‘o
flr-—
c
iy
c
c
‘O
~
y
r-
—
~
~y~V’>cien50
en
-t~
.ta
a
~
9
a
r-.r-e
n
e
n
0
Q
N
a
~
.O
~
0
0
0
e
n
0
Q
N
~
E
-C
O
ci
e
n
o
ci
o
Ñ
888yS
ó
0
c
it
50
8
~
0
6
g
~
R
g
j~8
—
—
o
c
‘o
y
en
cici—
—
—
y
r-5
0
en
C
ici~
tr-.tt’~
en
ci
‘0
‘0
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘
‘0
0
’0
cien
O
—
50
o
c
io
a
o
c
’8
8
8
-t-c
i—
—
ta
r
‘n
o
c
e
n
C
ien
oc’n
’o’n
’or-C
i
QN
r
-e
n
v
o
c
’oQ
N
eno’
~fl2o
~Ci
o
c
CCa-.~E
~
-
Cien
~
‘
‘o
’O
r-ocQNO—
Cient’n50r-00QN0—
Cien
y
‘n
so
r-o
c
o
’c
—
C
i
y
y
~
‘yynnw
’n’n’n’n’n”n’n’n<
n’nsosososo
so
so
so
‘O
’O
’O
r-r-r-
en
en
en
en
en
enen
re
n
en
en
«ven
en
en
en
en
en
«ven
en
en
en
en-en
en
en-en
en
en
en-
~
174
AnexoJI
en
—
en
e-—
5
0
0
N
t
—
—
—
e
n
ci
y
—
e
n
ci~
~
~
‘o
o
’~
o
’
~
‘ny00’
n
r
-e
n
Q
~,?
‘O
9
a
0
0
.
‘0
.c
ia
”
U
M
a
’0
0
0
0
0
.e
n
c
io
c
o
0
t
.e
n
cio
o
e
n
o
8
’¿
Z
~
~j8a<~ 0~
e
n
’¿
8
~Ñ
-
~
N
6
8
e
n
’n
‘n
r
-’0
0
te
nÚ
Q
N
.~~’o
‘
-
~
~
to
’
‘n
y
~
‘0
0
6
e
r0
0
‘o
y
~
‘n
50ci
‘nQ
N
—
en
en
‘n
y
‘o
~
ciSO
.
.Q
N
ty
c
i
e
n
a
’~
e
n
c
ia
c
’O
o
c
e
n
’n
c
ie
n
tQ
N
’n
’n
’n
~
SO
.0
~
Q
N
N
0
y
c
iQ
N
’o
en
o
’’o
~
cl’9’o.00
r
-Ú
~
~
‘
0
0
”’4Q
N
r-Q
N
~
8
y
~
~88s28
y
y
ci
o2
‘c
i
U
U
U
‘9
oc
0
0
‘o~
o
cr-
enoc
a’
yO
¿
O
‘c
~
i0
0
0
c.:0
0
0
0
0
r-
‘0
0
0
‘n
a
~
O
~
’~Q
’;O
~O
‘o
’Ú
~y
y
~
—
en
‘o
y
en
00
‘fien
Ci
r’~
~$’4
d
0
9
0
0
0
9
’n
a
‘
‘0
‘0
0
ci
—
0’¿
~
tci
U
,<
‘
~
~
-t
e
-
-ta
c
o
’
o
’o
c
t
y
’O
ci
en
cien
‘fi
en
a
’’O
‘o
~
-20
‘c
r
e
-’0
0
6
0
6
~
iv
ia
’~
’¿
v
’;¿
‘¿
0
0
r
-
’
o
O
ó
o
0
6
O
r~
=
0
0
i0
‘o
—
y
~
r
-a
cC
iS
O
en
,C
i—
ci
e
n
y
‘o
en
r—
-
o
’Q
’>SyE-~~V
’>C
’>C
’>’nQ
N
00
r
-00
r
-00
t’O
ta
’’o
h
fl
~
SO
L
t~
’Z
«
0
0
0
~
‘
‘0
’0
0
t’n
a
a
S
O
-4
ci
~
~
oflQ~~oo
q
o
’cir-~
‘n
tS
O
ci
en
y
~
‘
~
.
“le
fl’o
S
O
.cio
’~
o
e
n
a
r
~
o
cr-’O
’o’na’ten’O
c
a
—
CÁÁO¿Á
~
‘o
.’o
.0
a
.
.C
iQ
N
cM
’o.,~~~r-.%
ci50o
en
.
‘a
y—
t-—
o
ct—
cc
O
’C
i
‘y
~
~
~¿~Ci4
0
0
0
0
5Ñ
-
.5 CCa
e
n
tm
n
’O
r-c
c
o
’a
-<
N
e
n
y
’n
’O
r-o
c
Q
N
O
-<
N
e
n
y
’n
’O
r-0
0
Q
N
0
—
C
ie
n
r-
r-
e-—
r-
r-
r-’
E--
00
oc
0000
0000
ca
ca
c
a
c
a
o
’
QN
O’>
QN
QN-QN
QN
QN
QN
QN
0
0
0
0
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
en
ro
,n
en
en
en
en
en
en
en
en
-
‘1-y
ú
y
-
~
u’>
r
~
<
O
~
O
uj
~
z
0
<
-
-
175
TesisD
octora!?
M
.Alcalde
0
0
tc
iO
O
~
’.o
’.’o
0
t0
“
“5
0
en
QN
‘0
0
0
0
‘0
4
0
q
‘0
0
0
0
0
0
0
~
‘o
0
C
i
—
C
i’n
c
iy
ci
o
c
~
ci
Q
~
0
0
r
n
tC
i
.e
n
.
~
o
.o
e
n
c
i0
0
0
0
~
0
e
n
0
~
—
-
~
‘S
8
~
¿
2
~
r-
c
ia
,
,
‘;
ci
~
‘O
c
i
y
o
c
O
c
e
n
‘
n
S
O
r
-5
0
—
r
-
-
<
‘
o
r
iC
i’>
C
y
t
~
s
’
~
—
Ñ
o’e-~
r-~
cien
850’n
O
.
.
~
t’•
’e
n
’
‘
o
’
’
0
e
n
c
i
—
e
n
r
-
—
—
y
o
c
a
’”
’~
~
~
r
-’o
’o
S
O
r
-y
y
a
’
c
c
~
<
?
a
r
-’O
0
’
—
r
-
’
o
’
o
’O
0
~
0
~
’
n
.
-4
y
’o
’D
.y
~
r
-
8
0
8
¿
’n
0
~
e
n
c
ic
c
o
c
c
i~
4
4
0
Q
en
r-~
8
4
ó
O
0
0
0
U
U
‘n
.’o
ta
cen
’n
ci’ce-—
‘SO
O
0
0
0
y
.r
-«
~
4
~
0
¿
~
.:~
a
‘Ú
Oc
‘o
en
y
t-—
’n
enC
i
—
a
’~
e
l0
0
•O
oQ
O
O
t
‘0
0
0
0
0
0
SO
0
o
c
~
g
0
0
0
0
~t
.
.r
-
~
C
i
o
c
50
r
—
e
n
y
en
‘
‘0
~
0
0
e
n
0
~
s
t.0
0
0
0
0
0
C
i4r-00Q
N
‘¿—
‘o
—
—
0
0e—
~
r-
a
’c
i
o
c
~
c
ie
n
y
~0
8
0
C
i
—
~
‘n
y
~
0
0
0Ñ
0
6
4
Ñ
O
—
‘0
0
0
0
‘5
0
c
i
0
6
~
~
0
‘
‘
—
‘n
e
n
y
0
0
o
c
o
’~
r
-~
e
n
’n
’0
g
~
r-
en
r-—
0
0
a
’—
~
o
c
r-
oc
o
r
-
.
‘o
. 0
0
.r-’n
.’o
i
.
.e
n
o
Q
N
o
c
i—
a
tt’o
‘o
c
i.o
o
o
o
8
0
8
8
~
0
6
~
t~
;~
8
~8
~
4
a
C
C
C
,
‘
n
r
-y
en
Q
N
en’oQ
N
’n’nSO
’nci’o
o’>
50en
e
n
o
c
e
n
o
e
n
o
c
e
n
O
O
’n
’o
’O
~
’o
en
ci~
C
ici’n
~
‘
‘
‘
‘0
6
’¿
4
~
’S
e<
’;c.:8Ñ
0640
8
0
‘
‘
~
e
n
’
o
¿
8
8
0
0
0
0
~
~
~y00r-.
~
~
—
—
ci
~
.
.0
0
0
0
a
’
C
a
t
‘fi
‘O
e--
o
c
O’>
a
—
c
ie
n
tic
‘o
e-—
o
c
a
’0
—
C
ie
n
y
‘o
‘D
r—
o
c
o
’
a
—
c
ie
n
y
Z
Z
P
.-~
c
’z
~ZZ4<~4<~j
176
Anexo
JI
—
r
-
m
‘o
r
-Ú
O
c
~
r-o
c’nCi’O
c
i5
0
Q
’>
c
ie
n
S
O
o
c
c
ie
n
~
0
4
0
0
6
e
’;0
0
6
‘
~
‘c
io
’’t~
~
e
~
i8
0
4
‘rA
0
’¿
8
4
0
4
0
6
8
0
~
e
n
S
O
r-
‘o
e
n
’n
c
i’o
e
n
e
n
c
i
y
—
~
e
n
r
-
c
ie
n
y
S
O
e
n
e
n
r
-
e-—
5
0
‘n
’n
a
c
y
—
~
~Vi
~
enCitcifloc50V~
t’n
~
~yr-
—
e
n
e
n
e
n
~
-
~
-
-
0
4
0
‘
~
a
.0
6
0
’n
.e
n
e
n
.y
0
4
r-
‘0
~
.
~
‘o
o
c
c
i—
‘y
‘
‘a
-
~
—
c
iC
i
c
i
~
~
—
—
—
e
n
4
r
-
0
-5
0
0
0
—
c
i
—
—
—
e
n
—
—
—
‘O
-<
’or-—
a’’O
en
e
n
~
’O
0’>
Ci
Q
N
—
ocr-
e
n
~
r
-C
iac
‘
~
aÑ
~S064.4d068a4~¿o.a~a.4t-06.406
eA
~
0
—
e
n
e
nQ
N
’nycir—
‘
o
.,
‘o
t
o
c
’O
—
cc
ci
Q
N
yen
SO
~
.o
coyy’noc~cici
~
y
O
e-.r-en
ten
-
~
—
e
n
’-~
r
o
‘fi
.0
—
e
n
c
c
en
o
cy
en
ci—
‘e
n
~
Oc
‘
n
r
-t-4
’o
e
n
8
~
óÑ
48~
0
’¿
0Ñ
8o¿o.:’¿~R
m
o
’’n
e
n
—
C
ien
’or-’oen
’o~
~
‘n
e
n
—
Ci
‘n
e
n
C
i’oC
i
y
C
i—
t
1——
t
t’?
k
k
~C,
uU
O
ó
o
.:0
d
r~
4
e
r½
.0
0
0
0
4
0
a
o
0
0
0
8
‘0
0
0
0
0
0
0
0
4
y
e
n
‘o
’n
r-Q
N
50
oc
Oc
‘O
y
r-
Ci
—
y
c
c
o
c
y
e
n
’o
—
oc
5
0
r-
o
’
~
~
~iaoooooa
0<?
‘n
e
n
y
4
0
6
0
O
O
y’;
0
0
0
0
0
0
-<
e
n
c
ic
i-~
-~
c
i
ci
en
‘o
~
fl<
fl
‘o
—
en
a
r
~
—
—
o
cm
r-—
r
-
ci
‘0q
50C
i
Ci
o
’o
c
—
~
y
—
r
-cio
c
‘O
~
.
‘ci
‘
o
c
r
-—
r
-
ci
o
’y
en
en
—
—
e
n
o
’
y
r
-
en
‘o
—
y
50
—
e
n
’O
0’>
r
-e
n
’o
—
ci
en
t
Q
Nr-r-—
—
—
ac
r-
~
cien
0’>
~00~SO
’>O
eneno’
4
¿
¿
0
‘¿
~
c
-i8 06Ñ
e<’;’¿
e
n
t0
~
o
atS
~
‘s,?
C
elO
e
n
r
-0
o
c
e
n
O
cci
en
~
r-’nyen,...
en
r
-
ci
‘n
e
n
ci’n
cien
e
n
y
C
i,-<
y
—
‘n
Q
N
Q
N
r-m
~
~
~
’9
y
’o
~
n
.-.4
’O
S
O
00r-
00
~
~
~
~
r
-Q
N
5
0
y
O
c
~
’o
~
r-0
0
C
ie
n
’O
a
’E
--c
i~
-4
t5
0
—
e
n
5
0
r-’o
—
o
c
ci
.O
c9’o
O
c
.a
S
O
’o
.~
e
flS
O
y
o
c
O
c
—
o
e
n
o
c
c
i
e
-—
’n
r-
ci.
0
‘
‘
‘0
~
,.
0
5
0
r~
~
~
o
’’n
’o
—
‘
‘
‘o
’
0
0
~
0
0
c
i
c
i—
a
r-5
0
a
’y
C
i
O
e
n
t
en
e
n
e
n00Q
N
’o
‘n
~
’n
’n
~
‘n
5
0
e
n
o
’C
ir-—
50
50en
’o
oc
-.
-
.
~
‘
CCCa
‘fl’o
r-0
0
Q
N
0
~
c
ie
n
?
‘o
5
0
-e
--~
o
’0
—
C
i~
?
’fl5
0
r-0
0
o
’O
,-,c
i~
~
’o
-
-
e
n
e
n
e
n
e
n
e
n
4
4
4
4
4
4
4
‘n
’o
’n
’n
’n
a
fl’n
.’n
a
fl’n
s
o
’o
’O
5
0
5
0
’O
-
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
~
<
~
o
<
~
~
177
Tesis
D
octoral.
M
.Alcalde
to
cC
M
en
,t’o
.ci
~
O’
en
‘ú
o
c
m
~
~Ñ~8~SZ~
~
~ÑÑ~a.:SOÑ00Ú0oo0008o’n8o.:
«
~
—
?
‘n
c
ir
‘o
o
’~
9
c
iy
~
y
r-c
i’o
Ci
o’>
:~
0
.0
?
C
i~
9
~
t0
0
0j
‘0
y
t0
.0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
‘0
.0’>
.e
n
~
o
’—
a
c
i’n
~
~
4
0Ñ
er~
~
06
UU
~
.r~
en%
~r-C
io’.r-.r-toc
.Ú~’>
~
r-ci
r
—
—
r
-’Y
—
Q
N
y’o
‘
n
,
en
r
-—
y—
’o
y
en
ci’o
r
-
~
a
’
~
~
?
~
en
’n
o
’r-Q
N
~
SO
e--
.
.0
.o
~
”ji’O
y
o
c
‘
~
O
Ñ
~&
Q
SO
r~-,r-~’n’noci80
Á
ciar-
8
4
.4
c
i’¿
z
0
6
r
-5
0
?
O
c
o
c
c
i0
r
-’o
e
n
S
O
e
n
?
C
ir-yQ
N
ci
y
c
i’n
.C
i
—
ci
‘n
‘n
‘n
o
’
S
O
y
oc
ci
y
r-
—
c
i’o
C
io
c—
o
.:0
¿
~
r
0
06
0
.4
0
0
8
0
0
0
0
8
0
0
0
0
~
‘>
en
g
‘
-
~
-
~
~
Oc
oc
r-
‘o
’
~
‘
~
-
~
‘
0
0
6
~
0
.a
O
.
.0
r
-0
~
o
o
9
o
a
a
o
~
a
a
o
a
e
n
.
~
8~
7>
7~
06
Z
e--
~
‘O
cien
-J
00
y
C
i0
0
5
0
’n
~
.0’>
e
n
~
r
-
00Q
N~<?
—
Q
N
r-o
o
y
0
0
—
C
io
c
’O
S
O
--e
n
—
o
c
y
—
’n
te
n
c
i
e
n
e
n
oc
r--.e
n
o
~
c
’>
’n
’o
’n
‘0
0
0
r-’O
~
o
’
~tken~~~’O
S
O
’o
’O
o
c
e
n
e
n
e
n
S
O
ar
~
‘
‘
—
‘
‘
‘0
0
0000
4
0
’
.e
-~
o
c
0
~
y
e
n
r-~
fl0
‘0
0
e
n
—
y
t.4
~
a
’Z
a
~
~
y
~
aa
8
4
8
~
~
C
C
C
,
tt’n
en
C
i’O
«
?
a
’.~
9
’9
’9
SO
occiO
c
C
i~
,
‘O
to’’O
’O
.Q
’>
~
~
.4
0
0
‘O
~
~
-<
-~
%
C
i~~SO
y
~
v
i
4
~
~
U
~
,?
&
‘¿
S
S
~
0
a
’O
r-:0
6
~Ñ
0
“
‘
-<
o
r
r
-’n
t.,—
—
ci
r
-
e
nO
c
e
n
’o
-EtCa
‘‘O
e
--O
c
a
’0
—
C
ie
n
y
’o
’O
r
-o
cQ
N
o.-<
C
ien
y’n
50r-9co’0,-4cien
y’n
’o
‘O
‘O
.’O
‘O
e
--
e
--
e
--
e
--
E
--
E
--
r
-
r
-
E
--
e
--
o
c
o
c
o
c
c
a
c
a
c
a
0
0
0
0
o
c
o
c
-
o
’
O
’>
O
’>
Q
N
Q
N
Q
N
O
’>
y
y
y
y
y
y
y
.y
y
y
y
~
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
y
s
t
t
y
5
y
y
y
-
~
E
E
-
a
d
0
~
4
<
0
.~
’U
0
>
<
178
Anexo
JJ
179
q
U
U
~
o
’
~
‘O
,’>
a
r
ci
e
n
y
e
n
e
n
.Ú
t
o
c
r
-
~
o
c
r
-
e
n
y
’4
¿
~
0
¿
0
4
’
‘
‘
-
-
‘
-y
O
e
n
0
‘0
0
0
0
.4
’0
4
e
n
~
%
.
‘
n
c
i-4
~
‘o
e
n
.
.
.<
0
‘O
S
O
en
~
~
—
C
ien
O
N
o’
y
—
c
i
~
en
‘o
o
c
ci
~
C
,~
,?
4
a
o
’0
q
r
~
a
—
.a
•0
c
i•t-’0
‘
‘
o
.a
c
i.o
a
o
o
O
c
io
C
i
e
n
y
a
0
0
y
e
-id
g
~
t~
en
o
’>
SO
r-
e
n
y
~
r-o
’
~
~
‘>
‘o
e
n
y
’n
t
~
o
c’O
50
~C
i
~
c
c
ci
~
~
.
.
.y
’c0
e
n
0
~
.
.
.
.e
n
‘
o
’
nÑ
r
~
‘O
ci
e
n
—
—
—
~C
iC
fl~~O
00
~
0
’¿
‘o0’>
r-~-
~
~QN~¿’nen
en
C
ir-ocen
an
UU
0
6
0
0
0
0
0
0
0
0
a
~
0
0
a
a
o
‘
‘0
4
0
‘0
~
’;0
0
0
.4
g
~
<
0
o
‘o
‘o
Oc
‘o
r-
oc
t
—
y
r-a
n
en
o
—
oc
~
~i~00
‘O
’
o
c
a
-
gj06
o
c
cioc
ci‘
—
‘o
o
c
t—
t0
O
cc
~
o
ciao’~oc’o.rnr-SO
enci
~
0
6
~Ñ
~
—
e
n
..4’oen
—
~
~
r
—
-~
o
c
~
e
nO
’
‘o
r
-e
n
y
e
n
~
2
~
e
n
t
flci
~
ci
QN
.Ú
.o
N
’0
0
e
-
-<
fly
o
cc
.
.
y
~
o
0
a
-
‘
o
.
‘
.
eA
~
o
iv
i
d
Z
r-’r8
’o
en
e
n
—
~C
iC
flC
iN
¿0
-
‘¿
<
N
I’or-rn
U
E-,
Et
-ECa.5
N6
en
~
‘¿
0
¿
~
y
y’n
o
’>
o’>
en
‘
—
‘
.
—
5
0
¿
--te
n
’o
o
c
—
e
n
r
-SO
Ci
r
-
r
-
o
’
‘o
ci
~
o
’
SO
r-
r
-
‘n
’o
r
-
5050
en
g
~
ciC
i~
ocj
~
.
~
?
t~
0
~
0
¿
e
s<
½
e
n
~
O
e
n
~
C
i>
.4
e-—
c
i’n
a
’
ci
ci
O
cocen
o
c
’o
ci
e--
oc
QN
O
—
C
i
en
y
‘n
’O
e--
ca
QN
O
—
ti
e
n
ttd
‘o
r-
oc
Os
a
—
ti
en
y
&‘>
‘o
r
-
O
’-Q
N
Q
N
O
O
a
a
O
O
O
a
a
o
‘<
~
<
-4
-<
C
itic
iC
iC
itiC
iti.
y
y
y
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
’n
’o
’o
’o
‘o
‘o
‘o
‘n
a
n
’n
’o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘n
’n
’n
’n
~
~
TesisD
octoral?
AlAlcalde
?
S
O
—
r
-
r
—
r
-
50
e
n
C
i
‘o
r
-O
N
e
n
‘E
--y
0
O
a
c
4—
<
~
¿
<
.j0
0
0
‘4
0
~
8
r
A
c
.:0
o
.:o
~
a
;o
~
‘O
en
5050
e
n
—
e
n
r
-.
~
U
—
~
m
N
y
o
c
o
c
r
-
0
’>
~
~
y
’n
~
~
.
‘
o
C
i
—
C
iC
i
C
i
0
0
8
.4
‘
n
—
~
¿
’¿
o
’
.
~
8
0
O
en
O
~y¿C
iy
e
n
e
n
—
ci
~
c
i
‘o
~
y
«
’>
5
0
’9
~
e
n
~
’9
c
iy
~
<
’>
y
r-
—
‘o
y
—
‘y
o
c
o
c
—
‘e
n
‘e
-—
‘n
~
0
y
o
c
—
e
n
5
0
y
y
~8V~ci~Cigj
r
-
e
n
o
c
C
i
o
c
0
0
—
o
c
’o
a
c
’o
‘o
~
<
‘ot~en’oci~ocQN(—
~enOc
‘O
O
c
’n
0
=
0
~
r-0=~
•00.e--Ciúe-.
.o
r
-
C
e
n
.0
0
~
‘e
n
0
o
c
r
-
‘
‘O
’n
e-—
5
0
0
~
e
n
r
-
e
--
U
N
r-.’-’o
’
QN
to
te
n
o
’
00
r-
y
r
‘o
‘o
en
y
’n
—
—
oc
Ci
C
ir
ar
—
—
ci
C
iC
i
ti
—
Ci
‘o
en
r-
‘n
c
c
oc
‘o
r-[Z.~r-
n
O
e-~
’O
‘0
0
‘0
0
‘0
’’
•c
ia
.n
‘a
o
c
i
~
O
~
O
0
O
0
O
S
O
en
ti
e
n
O
?
0
6
~06ooao
‘o
e
n
—
en
—
e
n
e
n
y
~
en
—
U
~
~
~
4
oÑ
’0.’¿~
4
~
0
r-.4
.4
o
e--
~
y
—
e
n
r-
y
ci
en
y
~00Ci
~
~
‘n
-úci
~
~
~
~
‘0
‘
‘o
-
~
.
.y
.
.r
-
~
~
so
o
c8Q
N
4cio.:dV
4=
e
--,-<
N
’n
en
’n4Ú
ciar.
en
y
~50enaren~’oci
C
C
C
,U
-sC
a
‘4
ci
—
en
~
—
en
E-—
o
’
~
‘O
y
r
-
a
’
y
ci
r
-
Q
N
C
it’O
C
i
‘to
c
r¿
’¿
7
0
6
e
-’¿
’¿
0
6
o
co
c5
0
—
en
‘O
.
O
c
y
‘O
t
Ci
en
en
‘o
.yci.o’.oc
‘A
4
o
en
O
c
e--
~
‘;O
O
y
?
~
e
n
—
oc
oc
r-
en
y
5
0
o
c
a
O
c
en
y
o
‘o
’n
c
i
—
r
-
ci
5
0
‘
o
oc
r-
‘o
r
-
e
n
’O
o
c
«
y
0
’>
y
o
c
~
.o
c
e
n
—
O
c
c
ir-c
ic
iy
0
‘0
.0
0
[Z
o
c
O
’>
ó
—
c
-4
e
n
?
’n
~
O
r-o
c
0
’>
0
-<
e
q
t—
0
0
o
’a
—
c
ie
n
y
’o
’o
<
“1CM
en
en
en
e”~
en
en
en
en
en
en
y
y
y
~
y
y
y
-y
‘o
‘o
‘n
‘o
‘o
a,->
‘o
‘n.’o
‘nan
‘n
ic
a
n
‘
o
‘
o
ic
’o
.’o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘n
’o
ic
’o
ic
‘o
’,->
‘o
’o
’o
’n
‘
o
o
’
en
r
-
oc
‘
o
’
n
‘
o
.’
n
r
t
4
c
r
~
~
0
o
0>-u’>
180
Anexo
U
y
5
0
~SO
r1tr-
e
n
te
n
’o
~
o
c0
’9en.0
C
i0
0
0
e
n
~
a
o
’r
-
—
c
i
e
n
e
l
e
n
c
iy
a
c
r-~
~
o
c
~
’n
Q
N
50
e
n
’-~
~
o
’~
c
i
SO
~
-S,?
o
.0
0
9
~
e
n
.e
¿
~
.:Ñ
0
e
~
.c
i.¿
o
~
o
Á
n
aa
.
‘n
o
‘
.0
C
i~
0
0
0
O
cj
e
n
O
O
?
e
n
c
ic
i
c
i~
—
~
y
~
‘n
o
—
a
—
e
~
‘
~
z~
k
k
~
U
~
‘>
‘o
C
i~en
cien
en
—
~’C
O
’>
S
O
’n
—
e
n
cien
ticen
a
’
~
agO
a’06
r-~
~
en0
‘o
ci
en
‘
‘
o
r
-S
O
’o
’n
0
8
’’-’0
’>
r-C
’
o
c
r
-
‘O
y
c
iy
e
n
y
’o
o
’r
o
•
o
‘O
’ge-~
.o<
?osoc~
~
.’ten
~
r
-e
nQ
Q
~
ci
—
ci
50
a
’
~
ci~
a
-o
.:.4
¿
~
o
.:c.:o
cr-
—
.0
~
r
-
.0
o
’
o
0
.‘0SO
50
r
-
C
i’o’o
cM
C
i’n
y
cicien
~
~
~
E
--’ 8
fl8
8
e-—
ci
o
c
e
n
r
—
’n
’O
N
oc
—
~
-
~
e~
-
~
en0~~a00
00~.:00
‘o
—
—
r-
—
oc
e-—
ci
ci
y
‘O
oc
en
,
Ci
en
oc
.00
c
c0
‘0000
~
060
y 0
r
-00
400~
~
o
’Ñci’O
‘n
a
en
y
—
—
—
ci—
‘ny
—
r-
ci
U-n
e
n
50
c
ic
ie
n
o
’.e
n
e
n
c
i
y
’flc
i
S
O
~
,
tc
ie
n
r-.’o
r-
o
’
—
~Ú
50
4
0
4
0
¿
~
4
~
~
.
”
’
’o
,~
y
.4
0
y
‘
.
-
.4
0
.:Q
.:0
‘o
C
e
n
e
n
y
—
y
,r-’o
’o
O
c
c
ic
i—
,
‘
.C
iC
iy
’n
y
’0
C
iO
d
e
n
r
-
‘n
O
’?
0
’>
c
iy
’O
‘n
~
~
j
‘D
o
’
S
O
e
n
O
c
g
C
i’O
t
‘n
y
e
n
~
~
‘n
’n
0
r-O
’0
’O
’O
a
r
~
~
.0
o
’0
0
5
0
S
O
’9
—
c
i
y
O
’~
’o
~
’o
y
0
~
~
’O
‘O
C
ie
n
e
n
~
~
r
-O
0
0
en
—
Q
N
r-’O
’C
’C
~O
’>?’o?ocC
ici
o
’o
c
e
n
.o
’.’o
.o
c
cio’
r
-e
n
~
4
0
8
0
~ioie~44O
~
ci
C
C
C
,
e
n
’O
yen
ciyt-—
’o00en
~
en
y
ci
e--
~
c
i’n
~
t
;~
‘
a
•O
en
~
‘
~
r
-
•
‘O
~
1
a
’cÑ
o
.
‘9’o
-
~
~
~
~Ñ’¿ococov
—
-
-
•
•
-
Ca
-
5
Q
N
a-<
C
ien
t’n
’O
r-o
ca’>
0-<
cien
y’o
so
e--o
co
’a-<
C
ien
y’n
’O
r-O
co
’
‘o
’O
SO
50
‘O
‘O
‘O
‘O
‘O
‘O
SO
e--
r-
r-
c—
e--
e--
r-
e--
r-
r-
ca
00
oc
o
c.o
c
oc
oc~oc
oc
oc
.
‘o
’o
.’o
’o
ic
’o
’o
‘n
Q
fl’n
’n
’o
’o
’n
’o
’o
’n
.ic
’n
ic
ic
ic
’n
’n
’n
’o
’o
’n
’o
’n
’n
~
~
4
t4
<
>
181
TesisD
octoral?
M
.Alcalde
oc
O
’y
—
’n
—
‘O
50
~
‘n
’O
‘O
y
c
i
‘o
~
ci
—
‘n
y
—
y
‘o
e
n
e
n
r-C
ie
n
‘o
~
,
.
.4
’n
’O
S
O
’o
~
oc
~
‘O
~
S
O
C
i’o
O
’’o
—
~
-s,?
o
o
o
c
.o
c
c
’n
.o
‘
.c
io
a
a
a
a
a
<
‘M
o
.r
-0
c
i
.
«
o
o
tr-to
t
o
’
~
~
c.:
.4
Z
—
e
n
~
0
6
~
~
~
s
u
‘
o
‘
n
~
~
0
o
c
o
c
e
n
e
n
C
i
r
-
o
’
~
e
n
y
c
ie
n
r
-S
O
e
n
c
i
‘
~
o
~
¿
;’>
a
0
0
.:¿
’A
0
r
2
0
0
0
4
4
r
-
.0
K
4
~
’A
r
4
Q
0
V
0
e
n
g
’¿
0
’
>
0
0
—
y
—
y
~
e
n
—
‘
n
e
n
’
o
c
ie
-—
—
~
~
~
r
-0
6
e
n
0
6
a
y
e
n
4
•
~
•Ñ
C
’1,,~
~
o
~
~
0
’’0
’
o
~
o
o
a
.
.
y
c
i
F
~
~
r
-’c
~
g
~
c
iy
e
n
y
~
—
t
5
0
’o
r
-~
j~
~
¿
~
U
N
c
cSO
o
c
a
n
‘o2
O
N
en
—
en
y
o
’en
o
cci’9
a
dÑ
ad~
0cc0’¿06a800aO
.:a00aacir-’or-40000
y
ac
o
c
—
—
—
r-
‘o
‘O
‘O
’o
’n
o
cen
~
‘
n
a
’
00
cioc
50
r-
5
0
tQ
N
C
iar
to
’
y
o
c
o
’
O
y
C
ir-r-r~
o
’~
•
~
0
‘0
’
‘0
‘0
0
0
‘0
0
0
0
0
‘
‘
‘
‘h
~
o
o
o
‘¿
8
~
O
cir-
—
ti
o
c
e
n
a
e
n
C
i’o
en
—
y
Ci
y
e
n
—
e
nC
i
~O
’>
~
~
~
o
c\0t00r-y
~
‘>
o
’>
-’~
e
n
o
c
<
M
e
n
c
i
—
—
‘
-
‘
‘o
e
n
’o
,S
O
‘o
c
c
c
i
~
~
o
co
’
y
~
‘n
~
~
‘Ú00r-~’O
L
¡.4
~
,?
0
0j’¿
0~
.a’r-0
¿
..0
C
i.0
0
0
~Z.4
.?
0
c
i
N6
‘O
—
a
ct-.o
ce
nS
O
y
0
v
i8
0
r.%
¿
4
a
’~
~
e
n
SO
‘o
—
r
-O
’’O
—
en
en
0
4
e
n
e
n
e
n50~
~
enC
ie--
0’>
o
o
e
n
~
‘o
—
4
..c
i0
—
enO
c
r
—
C
iZ
c
is
rC
it
en
0
0
0
o
’
‘
o
—
oc
en
‘
o
‘o
,-—
c
i
0
0
0
O
en
—
y
‘O
en
—
‘
o
en
—j
y
‘
~
C
I
QN
y
en
—
‘n
c
i
e
n
’
o
4
a
.:¿
’o
’n
y
en
’o
Ci
—
e
n
e
n
C
ir-S
O
—
—
en
‘
o
S
O
-
‘
o
’
o
cS
O
—
0
0
8
g
c
c
~
e--
‘nC
i
o
’
.5
0
—
rZ
~
’A
er
o
.:
—
—
ci
ql
182
0
—
c
ie
n
t’o
’0
r-0
0
o
’0
c
ie
n
t
‘n
5
0
r-o
c
a
’0
~
c
ie
n
y
’n
S
O
r-o
c
O
’a
o
’Q
N
Q
N
Q
N
O
sQ
N
C
’>o
’o
’cs0
0
0
0
0
O
0
0
0
0
~
ti
‘
n
’
o
’
n
.’
n
’
o
’
o
’
o
V
5
’n
.’o
’0
‘o
’o
’o
’o
’0
5
0
5
0
’O
’O
’o
’0
’O
.’o
’o
S
O
S
O
’O
5
0
s
o
v
.
-
4
>
-
~
~
>
-Z
4
<
~
>
Z
Anexo
JI
‘
n
r
-
~
c
i
QN00
—
r
-
~
‘D
en
o
’’n
~j
r
-y
.,’o
o
~
‘¿
0
0
0
6
d
0
’A
¿
0
0
0
0
0
0
‘
r
-0
.0
.:2
0
.:0
8
4
.0
0
0
0
y
’O
en
~
Ú
,Ú
a’r—
o’~
a
’
—
‘o
r-
-
a
r
-
«
‘O
Ñ
Ñ
S1 06
.4
~
8
‘
a
o
c
o
’
e
n
o
‘
a
—
“
‘<C
i
—
~
‘S~
C
0~r-ci80r-C
i
~06en0’¿
‘o
~
,QNtir-oc~r-
‘O
ciyr-
r-’oJM
r-.’o.’oe-’nSOy
Ci
8~r-’O
~
o
o
—
‘o
Ci50
—
enr-
yCi
~
—
enen
-t
~
c
.jo’~yen~r-o’ciy
00yen’O
o’
o
’~
ci~
~
‘n
~!—
~—
‘o
‘O
.a
y
.en
aen
en
en
’o
.
.r-
.o
ctr-0q
~6
~
8
4
8
r-~
8
g
¼
U
z8
~
U
50
~y
S
O
~
t—
r
-
y
o
c
—
~
a
a
a
.4
~
0
0
8
~
a
a
a
o
’¿
‘
a
o
a
o
o
o
’
,i4
o
’¿
a
4
0
0
.4
y
‘
n
’
n
e
n
r
-
e
n
r
-
e
--
—
z
y
S
S
’o
o
’
o
c
a
‘fl.0
0
C
i
00
r
-
e
n
~06’o.aa0a
e
n
~
0
0
0
0
0
0
~
e
n
C
iy
r
-
e
n
C
i
‘o
ci
r
UE
~C
,~
6.J
~
y
‘
n
0
0
e
n
0
=
0
=
~
y
y
~
r
-
’
n
c
ic
i’o
’O
’o
t’o
¿
0
4
~
‘n8O
~;0O
’¿48~r-en
‘o
,
—
e
n
~
<¿Za”’<o
y
~
C
i’o
~
t’O
c
1
~
~
C
it
o
’y
E
~
o
’
’
n
’
o
—
‘
~
C
,5
,?
~
0
=
~
en
’n
—
o
c
o
’
c
i..r-.O
O
~
r-o
O
l
<
o
ci
—
r
-y
~
a
r-o
—
8r-~vi~8Z8Z8
‘o
E-,
Et-z
te
n
—
-
~
<fl~q
—
•
•
-4
’n
O
’r-o
c
’O
o
c
r-0
0
C
i0
0
r-’o
t’o
y
ci
r
-
C
ien
<
,-
O
en
O
’’¿
’0
c
id
0
e”’>
~
~
~
>
oto
~
o
en
y
c
i’n
Ci
‘
n
te
n
fl~
c
io
o
~
c
i’O
‘
‘
‘
‘0
‘e
n
‘
‘O
’Q
N
O
’>
.
oc
Q
N
enenO
N
Q
N
’n’o~<en’oci~00
o
q
o
’e
n
0
~
c
c
r-~
~
e
n
o
’,o
’>
e
n
0
0
~
—
ti
e
n
?
‘o
5
0
e--
o
c
o
’0
—
ti
e
n
?
to
S
O
r-
0
0
O
s
o
-~
C
ien
y
‘o
S
O
r-
o
c
-o
’
0
ti
C
i
ti.ti
ti
C
i
C
i
C
i
ci
en
en
e
n
e
n
e
n
e
n
e
n
c
n
e
n
e
n
ttty
ty
y
y
t?
’n
’o
S
O
’O
5
0
’O
.S
O
5
0
’0
.’o
~
O
’O
’O
’O
5
0
’O
’O
S
O
~
c
’O
’o
S
O
’o
’o
’o
‘O
\O
’o
’o
‘O
~
~
183
‘
o
en‘Oci
TesisD
octoral?
M
.Alcalde
‘?
‘o
.••..•.~
O
O
.•o
.O
c
o
r-.’o
.’n
•c
i.
o
c
r-’,’>
O
’
y
~
-4
E
-—
4
C
i 0
O
e
n
¿
~
tC
-~Ú
ocr-’o—
r-
t—
Ci
e—
en
~
C
fl’n
~
~O
4y
~
r
-O
c
r-
o
’S
O
00
~
‘n
en
.o
.e
n
0
‘tE
--o
.0
.Ú
0
.
c
i’n
t’n
rn
y
0
=
0
o
c
c
c
c
i
o
’
~
v
’;
~8
o.:
~
e
-~
.c
i4
’n
o
e
-~
0
~
~
~
‘
‘
‘o
c
‘
‘
‘
r
-
.
y
c
io
c
o
c
’O
-<
y
—
—
e
n
.
.<
e
n
—
’n
C
i
,
.
.
,
‘o
—
e
n
—
’n
5
0
-~
tflO
’>
~
c
ie
n
O
c
‘O
E-—
o
c
y
.
~
0
’>
~
?
r-’O
C
i~
’O
S
O
o
c
e
n
o
’o
c
E
-—
e
n
e
n
e
n
0
0
’n
r
-~
~
-
‘n
r-—
o
ccicia’e--
‘t~
—
~
’o
.e
n
e
n
~
’o
e
n
o
’’n
o
’~
E
-—
0
r-0
0
.t—
~
o
.:0
6
~
4
-
‘¿
a
’’,’>
o
’E
--..4
0
~
0
6
V
’>
8
o
~
4
<
fl~
e
n
e
n
—
y
r
-
—
e
n
—
r
-e
n
C
it
U
y
c
it
en
t
O
N
enSO
e.’;
8
a
~
~
a
g
.4
o
o
0
0
o
.~
’¿
o
2
d
o
c
e-j
5
0
a
A
o
’A
O
o
a
‘¿
‘¿
d
o
—
—
50
50
0
0
~
—
‘n
S
O
yci
‘
o
’
o
y
~
‘O
Q
N
,~
~0N
~
en
o
c
O
’
y
‘
a
—
‘o
.e
n
o
C
i
~
tO
N
en
‘
‘0
0
‘
~
-
e
t~
s~
L
~
,<
0
0
‘¿
¿
~
0
~
en
~06
.4
~
~
.4
en
Ci
~
o
c
e
n
e
n
y
r-
~
e
n
ci
en
O
’
Ci
e
n
r
-t’o
a
n
v
~
t
0000
‘o
a
c
R
~
Q
N
’en
50
0
t4
y
—
e
n
—
c
i~
’A
y
—
o
‘o
o
‘n
o
o
c
c
’¿
a
¿
Q
N
’¿
o
o
’e
--
~ 0~
o
.’>
,
.
.
,
‘n
‘
-
~
e
n
—
’n
-t
r-
en
en
en
CI
‘o
en
c
ie
n
c
i’o
r-o
c
e
-~
~
ci’,’>E-ci’,~SO
oce-ar-ocenyocti
~
e
l2
~
~ó~ó6~ggg2~2
~
~
—
SO
~O
~r-
~
~
~3~?¿
o
’—
.
y
el
4
«Ñ
~¿ócA
¿c-iden4O
’~r-r-y
6
’O
a
’o
a
e
n
e
n
y
r-
~
~
—
ci
‘o
o
’c
c
y
y
y
e
n
—
’O
--~’n
C
i0000C
i—
t~
’n
c
i’o
—
c
i
~
~
o’>
~
~
y
r-
cien
~i~~O
’<o’enr-
y
.?
.r
-r
-Q
N
.e
n
.~
O
.o
c
?
~
e
n
.0
’o
.
.
—
ty
—
y
r--O
O
S
O
en
-
—
~
r-2’O
50’n~
‘A
~
~
o
c
o
c
’n
~
.
~
e
n
E-
~
C
ien
t
‘n
’O
r-—
c
c
o
’o
—
cien
‘n
’O
t—
O
cQ
N
O
—
C
ien
y
‘o
~
e--
o
cQ
N
O
—
C
ien
‘o
‘o
‘o
‘o
‘o
‘O
’o
50
‘O
SO
r—
r-
e—
e--
r-
r-
r-
r-
r-
e—
o
c
o
c
o
c
c
a
-
‘o
‘o
‘O
‘o
s
o
’o
‘o
’o
’o
’o
s
t’o
‘o
’a
‘o
‘o
‘050
‘050
‘O
‘O
‘O
SO
‘4’>
‘O
soSO
‘O
5050
-
~
u’>
~
c~4g
o
~
~
r
z
3
~
n
184
Anexo JIJ 185
ANEXO III
Comparación de las secuencias de aminoácidos de las CGTasas de Thermoanaerobacter
sp. 501 y Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes (Tabium). La primera linea pertenece a
la CGTasa de Thermoanaerobacter y la segunda a la de Tabium. En negrita se indican las
diferencias en la secuencia. En total existen 64 aminoácidos distintos en ambas estructuras, lo
que equivale a un 91 % de homología en la secuencla.
1 ala pro asp thr ser val ser asn val val asn tyr ser thr asp val ile tyr gín ile Thermoanaerohacter
ala ser asp thr ala val ser asn val val asn tyr ser thr asp val ile tyr gín ile Tahium
21 val thr asp arg phe leu asp gly asn pro ser asn asn pro thr gly asp leu tyr asp
val thr asp arg phe val asp gly asn thr ser asn asn pro thr gly asp leu tyr asp
41 pro thr his thr ser leu lys lys tyr phe gly gly asp trp gín gly ile ile asn lys
pro thr his thr ser leu lys lys tyr phe gly gly asp trp gín gly ile ile asn lys
61 ile asn asp gly tyr leu thr gly met gly ile thr ala ile trp ile ser gín pro val
ile asn asp gly tyr leu thr gly met gly val thr ala ile trp ile ser gín pro val
81 glu asn ile tyr ala val leu pro asp ser thr phe gly gly ser thr ser tyr his gly
glu asn ile tyr ala val leu pro asp ser thr phe gly gly ser thr ser tyr his gly
101 tyr trp ala arg asp phe lys lys thr asn pro phe phe gly ser phe thr asp phe gín
tyr trp ala arg asp phe lys arg thr asn pro tyr phe gly ser phe thr asp phe gín
121 asn leu ile ala thr ala his ala his asn ile lys val ile ile asp phe ala pro asn
asn leu ile asn thr ala his ala his asn ile lys val ile ile asp phe ala pro asn
141 his thr ser pro ala ser glu thr asp pro thr tyr gly glu asn gly arg leu tyr asp
his thr ser pro ala ser glu thr asp pro thr tyr ala glu asn gly arg leu tyr asp
161 asn gly val leu leu gly gly tyr thr asn asp thr asn gly tyr phe his his tyr gly
asn gly thr leu leu gly gly tyr thr asn asp thr asn gly tyr phe his his tyr gly
181 . gly thr asn phe ser ser tyr glu asp gly ile tyr arg asn len phe asp len ala asp
- - glythr.asp phe ser ser tyr glu asp gly ile tft arg asn leu phe asp len ala asp-
201 leu asp gín gín asn ser thr ile asp ser tyr leu lys ala ala ile lys leu trp leu
leu asn gín gín asn ser thr ile asp ser tyr leu lys ser ala ile Iys val trp leu
186 Tesis Doctoral. M. Alcalde
221 asp met gly ile asp gly ile arg met asp ala val lys his met ala phe gly trp gín
asp met gly ile asp gly ile arg leu asp ala val íys his met pro phe gly trp gín
241 lys asn phe met asp ser ile leu ser tyr arg pro val phe thr phe gly glu trp tyr
lys asn phe met asp ser ile leu ser tyr arg pro val phe thr phe gly glu trp phe
261 leu gly thr asn glu val asp pro asn asn thr tyr phe ala asn glu ser gly met ser
leu gly thr asn glu ¡le asp val asn asn thr tyr phe ala asn glu ser gly met ser
281 leu leu asp phe arg phe ala gin lys val arg gin val phe arg asp asn thr asp thr
leu leu asp phe arg phe ser gín lys val arg gín val phe arg asp asn thr asp thr
301 met tyr gly leu asp ser met ile gín ser thr ala ala asp tyr asn phe ile asn asp
met tyr gly leu asp ser met ile gín ser thr ala ser asp tyr asn phe ile asn asp
321 met val thr phe ile asp asn his asp met asp arg phe tyr thr gly gly ser thr arg
met val thr phe ile asp asn his asp met asp arg phe tyr asn gly gly ser thr arg
U 341 pro val glu gín ala leu ala plie thr leu thr ser arg gly val pro ala ile tyr tyrpro val glu gín ala leu ala phe thr leu thr ser arg gly val pro ala ile tyr tyr
361 gly thr glu gín tyr met thr gly asn gly asp pro tyr asn arg ala met met thr ser
gly thr glu gín tyr met thr gly asn gly asp pro tyr asn arg ala met met thr ser
381 phe asp thr thr thr thr ala tyr asn val ile lys lys leu ala pro leu arg lys ser
phe asn thr ser thr thr ala tyr asn val ile lys lys leu ala pro leu arg lys ser
401 asn pro ala ile ala tyr gly thr gín lys gín arg trp ile asn asn asp val tyr ile
asn pro ala ile ala tyr gly thr thr ghn gín arg trp ile asn asn asp val tyr ile
421 tyr glu arg gín phe gly asn asn val ala leu val ala ile asn arg asn leu ser thr
tyr glu arg lys phe gly asn asn val ala leu val ala ile asn arg asn leu ser thr
441 ser tyr tyr ile thr gly leu tyr thr ala leu pro ala gly thr tyr ser asp met leu
ser tyr asn ile thr gly leu tyr thr ala leu pro ala gly thr tyr thr asp val leu
461 - gly gly leu leu asn gly ser ser ile thr yal ser ser asn gly ser val thr pro phe
gly gly leu leu asn gly asn ser ile ser val ala ser asp gly Ser val thr pro phe -
481 thr leu ala pro gly glu val ala val trp gín tyr val ser thr thr asn pro pro leu
~-tln.leuser ala gly glu yal ala val trp gln tyr val ser ser ser asn ser pro Ieu
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501 ile gly his val gly pro thr met thr lys ala gly gin thr ile thr ile asp gly arg
ile gly his val gly pro thr met thr lys ala gly gín thr ile thr ile asp gly arg
521 gly phe gly thr thr ala gly gín val leu phe gly thr thr pro ala thr ile val ser
gly phe gly thr thr ser gly gín val leu phe gly ser thr ala gly thr ile val ser
541 trp glu asp thr glu val lys val lys val pro ala leu thr pro gly lys tyr asn ile
trp asp asp thr glu val lys val lys val pro ser val thr pro gly lys tyr asn ile
561 thr leu lys thr ala ser gly val thr ser asn ser tyr asn asn ile asn val leu thr
ser leu lys thr ser ser gly ala thr ser asn thr tyr asn asn ile asn Ile leu thr
581 gly asn gín val cys val arg phe val val asn asn ala thr thr val trp gly glu asn
gly asn gin ¡le cys val arg phe val val asn asn ala ser thr val tyr gly glu asn
601 val tyr leu thr gly asn val ala glu leu gly asn trp asp thr ser íys ala ile gly
val tyr leu thr gly asn val ala glu leu gly asn trp asp thr ser íys ala ile gly
621 pro met phe asn gín val val tyr gín tyr pro thr trp tyr tyr asp val ser val pro
pro met phe asn gín val val tyr gín tyr pro thr trp tyr tyr asp val ser val pro
641 ala gly thr thr ile glu phe lys phe ile lys lys asn gly ser thr val thr trp glu
ala gly thr thr ile gin phe lys plie ile lys lys asn gly asn thr ¡le thr trp glu
661 gly gly tyr asn his val tyr thr thr pro thr ser gly thr ala thr val ile val asp
gly gly ser asn his tbr tyr thr val pro ser ser ser thr gly thr val ile val asn
681 trp gín pro
trp gín gin
187
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ANEXO IV
Publicaciones y presentaciones en congresos a los que ha dado lugar la presente Tesis Doctoral.
1 PUBLICACIONES
U Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor, E. and Ballesteros, A. (1996). Cyclodextrin Glycosyltransferase(CGTase) from Thermoanaerobacter sp: Effects of chemical modification on its activity and produel
U specificity. ¡ti: “Comunicaciones del III Congreso Ibérico de Biotecnología.”, 409-410. Eds.: Fernández-Polanco E., García Encina P.A., González Benito O., y Peña Miranda M.P. Servicio de Publicaciones de
la Universidad de Valladolid.
Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor, E. & Ballesteros, A. (1998). Effect of chemical modification of
cyclodextrin glycoslytransferase (COTase) from T/zermoanaerobacter sp. on its activity and product
selectivity. Ann. N.Y. Acad. Sci., 864: 183-187
U Alcalde, M.; Plou, F.J.; Martín, MT.; Remaud, M.; Monsan, P. and Ballesteros, A. (1998). Stability inthe presence of organie solvents of dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F
ímmobilized in calcium-alginate beads. Iii: “Stability and Stabilization ofBiocatalysts”., 535-540. Eds.:
Ballesteros, A.; Plou, F.J.; Iborra, dL. and Halling, P. Elselvier, Amsterdam.
Alcalde, M.; Plou, E. 3.; Andersen, C.; Martín, MT.; Pedersen, 5. and Ballesteros, A. (1999). Chemical
U modification of lysine side chains of cyclodextrin glycosyltransferase (COTase)
Ther¡noanaerobacter causes a shift from COTase to a-amylase specificity. FEBSLett., 445: 333-337.
Plou, F.J.; Alcalde, M. y Ballesteros, A. (1999). Estabilidad de los Biocatalizadores. ¡nvestigacic3n y
Ciencia. En prensa.
2 CONGRESOS
Alcalde, M. & Plou, F. Structure-Function Relationships of G!ucosyltransferases, Workshop on
CC Tase Methods and Techniques~. (Groningen, Holanda. 22-24 Junio 1995).
Alcalde, M. ‘~Dextratisucrase ¡ti organic solvenis.” Strncture Funetion Relationships of
Glucosyltransferases, Dextransucrase Workshop 1. (Toulouse, Francia. 11-13 Julio 1995). Exposición
oral.
Alcalde, M. “Work with Chemically Mocft/ied Enzymes’.’. III Joint Meeting of the .Glycosyltransferase
Project. (Londres, Inglaterra 18-20 Abril 1996). Exposición oral. -
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Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pastor, E. & Ballesteros, A. “Cyclodextrin Clycosyltransferase (CGTase) from
Thermoanaerobacter sp: Eflecis of chemical mod~ficatioti on its activity and product spec~ficity.
Congreso Hispano-Luso de Biotecnologia.(Valladolid. 10-13 Septiembre 1996). Seleccionado por el
comite científico como comunicación oral.
Alcalde, M. “Chemical mod(fication and immobilization of CGTase and Dextransucrase’. IV Joint
Meeting of the Glycosyltransferase Project. (Braunschwcig. Alemania 3-5 Octubre 1996). Exposición
oral.
Alcalde, M.; Remaud, M.; Plou, EJ.; Willemot, R.M.; Ballesteros, A. & Monsan, P. ‘Dextransucrase
from Leuconosboc mesenteroides NRRL B512-F: effect of the removal of its dextran layer on Ihe
immobi!ization on sdica.2fld Carbohydrate Bioengineering Meeting. La Rochelle, Francia. 15-18 Abril
1997. Poster.
Alcalde, M.; Plou, F.J.; Pérez, M. & Ballesteros, A. “Chemical modification of amino groups of
cyc!odextrin glycosy!transferase (COTase) from Thermoa¡-¡aerobacter sp. 2nd Carbohydrate
Bioengineering Meeting. La Rochelle, Francia. 15-ls Abril 1997. Poster.
Alcalde, M.; Plou; F.J., Pastor, E. & Ballesteros, A. ‘Effect of Chemica! mod~fication on activity and
product se!ectivity ofCyclodextrin Glycosy!trasferase (CGTase) from Thermoanaerobacter sp.’ Enzyme
Engineering XIV Conference. Pekin. China. 15-20 Octubre 1997. Poster. Unico representante español.
Alcalde, M., Plou, F.J.; Monzón, M.T. and Ballesteros, A. “Stability in the presence of organie solvenis
of dextransucrase ftonz Leucotiostoc mesenteroides NRR.L R-512F immobilized in calcium-a!ginate
beads” Stability and Stabilization of Biocatalysts. Córdoba. 19-22 Abril 1998. Poster. Colaborador del
Comité Organizador.
Alcalde, M.; Plou, EJ.; Andersen, C.; Martin, M.T.; Gómez de Segura, A.; Pedersen, S. and Ballesteros,
A. “Chemical tnod~fication of lysine side chain of cyclodextrin g!ycosyltransferase (COTase) from
Thermoanaerobacter causes a sh@ from COTase to a-amylase spec~ficity”. 3ed Carbohydrate
Bioengineering meeting, Newcastle, 11-14 Abril, 1999. P~t~r
Alcalde, M.; Gómez de Segura, A.; Martín, M. 1.; Plou, E. .1. and Ballesteros, A. “Sytithesis of
glucooligosaccharides by acceptor reaction ofdextransucrasefrom Leuconostoc mesenteroides NRRL
B-512F entrapped in calcium-a!gitiate heads.” 3rd Carbohydrate Bioengineering meeting, Newcastle,
11-14 Abril, 1999. Poster
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